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RESUMO 
 
Estudos moleculares e de biologia demonstram que o táxon Trypanosoma 
cruzi é composto por diferentes linhagens. Em 2005, foi descrito um surto 
de doença de Chagas Agudo (DCA) no município de Navegantes em Santa 
Catarina associado ao consumo de caldo de cana contaminado com o T. 
cruzi. Análises moleculares identificaram as linhagens TcI em gambás 
(cepas SC90 e SC91), TcI/TcII em triatomíneos (cepas SC92 e SC93) e TcII 
em pacientes (cepas SC94-SC102). Neste sentido, o presente trabalho 
objetivou estudar possíveis mecanismos envolvidos na seleção de 
populações do grupo TcII em infecções humanas ocasionadas por cepas 
mistas TcI/TcII de T. cruzi. Para tanto, as cepas SC90, SC92, SC93, SC94, 
SC95, SC96 e Y foram utilizadas nos ensaios de lise pelo sistema 
complemento, interação com macrófagos murino e humano na presença e 
ausência de soro imune e IFN-γ, ensaios de Western blot e cinética da 
proporção das linhagens TcI e TcII em cepas mistas após diferentes 
passagens em macrófagos humanos por meio de PCR semiquantitativo e 
PCR quantitativo. Os ensaios de lise pelo sistema complemento não 
mostraram diferenças de sensibilidade entre as cepas estudadas. Já nos 
estudos de interação T. cruzi-macrófagos murinos verificou-se um aumento 
na taxa de infecção e no número médio de amastigotas quando formas 
tripomastigotas das diferentes cepas foram previamente incubadas com soro 
chagásico. Além disso, as cepas do grupo TcII apresentaram uma maior 
taxa de infecção em macrófagos e após 72 horas de interação, apresentaram 
valores médios do número de amastigotas duas vezes superiores ao 
observado para cepas TcI. Contudo, não houve diferença significativa no 
número médio de amastigotas no tempo inicial de infecção entre TcI e TcII. 
Ensaios de Western blot confirmaram uma maior expressão da gp82 em 
formas tripomastigotas das cepas TcII. Macrófagos ativados com IFN-γ 
infectados com as cepas Y, SC90 e SC96 foram capazes de controlar a 
proliferação dos parasitos independente da cepa utilizada, de forma 
dependente da NOS2. A análise da proporção de TcI e TcII nas cepas mistas 
SC92, SC93 e na mistura artificial, SC90+SC96, antes e após a conclusão 
do ciclo biológico em macrófagos murinos revelou uma alteração no perfil 
molecular dessas cepas, sendo observado um completo desaparecimento do 
fragmento de DNA de 200 pb (TcI) na cepa mista artificial (SC90+SC96), 
enquanto nas cepas SC92 e SC93 verificou-se uma diminuição de cerca de 3 
vezes na intensidade do fragmento de 200 pb. Quando os ensaios foram 
realizados com a cepa SC92 (três passagens seriadas em macrófagos 
humanos), constatou-se um progressivo aumento na proporção de TcII, uma 
vez que a proporção inicial era de 77,4% para TcI e 22,6% para TcII e após 
a terceira passagem foi verificado 93,2% para TcII. Em conjunto, estes 
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resultados sugerem que a manutenção de populações de T. cruzi II em 
infecções humanas ocasionadas por cepas mistas pode estar relacionada 
com características intrínsecas do parasito, como a capacidade infectiva e o 
tempo de duplicação intracelular. Embora seja ainda possível que 
mecanismos efetores dos macrófagos estejam envolvidos com essa seleção. 
 
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, macrófagos murinos, marcadores 
moleculares, sistema complemento; seleção de populações.  
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ABSTRACT 
 
Molecular studies and biology of the parasite showed that T. cruzi is 
composed by different lineages. In 2005, an outbreak of acute Chagas' 
disease (ACD) in the city of Navegantes in Santa Catarina was reported. 
This infection was associated with the ingestion of sugar cane juice 
contaminated with T. cruzi-infected triatomine bugs. Molecular analysis 
identified the lineages TcI in opossums (SC90 and SC91), TcI/TcII in 
triatomines (SC92 and SC93) and TcII in isolates from humans (SC94-
SC102). The present study aims to investigate possible mechanisms 
involved in the differential selection of TcII population in human infections 
caused by TcI/TcII mixed strains of T. cruzi. Therefore, the SC90, SC92, 
SC93, SC94, SC95, SC96 and Y strains were used in assays, of growth 
curve of the parasites, complement-mediated lysis, T. cruzi-macrophages 
human and murine interaction in the presence and absence of serum 
immune and IFN-γ assays, Western blot with monoclonal anti-gp82 and 
kinetics of the proportion of lineages TcI and TcII in mixed strains after 
different passages in human macrophages by semiquantitative and 
quantitative PCR. No differences in growth were found when the strains 
were exposed to LIT medium in vitro. Likewise, no differences in 
sensitivity between the strains studied when were exposed to by 
complement-mediated lysis. T. cruzi-macrophages interaction assays 
revealed an increase in infection rate and mean number of amastigotes when 
trypomastigotes of SC90, SC91, SC92, SC93, SC95, SC96 and Y strains 
were first incubated with serum chagasic. Moreover, it was found the TcII 
strains showed a higher rate of infection. Following 72 h post-infection, we 
observed that TcII strains presented mean values of amastigotes twice 
higher than that measured for TcI strains. However, no significant 
difference in the mean number of amastigotes per infect cell after initial 
contact was observed. Western blot assays confirmed the higher expression 
of gp82 of trypomastigotes of TcII strains. Macrophages activated with 
IFN-γ and infected with Y, SC90 and SC96 strains were able to control the 
parasite proliferation in a similar manner, regardless of strain used. These 
effects were found to be dependent on L-NMMA, an inhibitor of NOS2 
activity. Analysis of proportion TcI and TcII in SC92, SC93 and 
SC90+SC96 mixed strains before infecting murine macrophages and after 
complete of the biological cycle, showed changes in the molecular profile of 
these strains. Observed a complete disappearance of 200 bp DNA fragment 
(TcI) in artificial mixed strain (SC90+SC96), while the SC92 and SC93 
strains there was a decrease of about three times the intensity of the 200 bp 
fragment. A progressive increase in the proportion of TcII population in 
SC92 strain was observed, whereas the original ratio was 77,4% for TcI and 
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22,6% for TcII, was verified 93,19% of TcII after the third passage. 
Together, these results suggest that maintaining T. cruzi II populations in 
human infections caused by mixed strains may be related to intrinsic 
characteristics of the parasite, as the infective capacity and intracellular 
doubling time. In contrast, there remains possible that effector mechanisms 
of macrophages are involved in this selection. 
 
Key-words: Trypanosoma cruzi, murine macrophage, molecular markers, 
complement system; selection of populations.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Aspectos gerais da doença de Chagas 
 
A Tripanossomíase Americana ou doença de Chagas é uma 
infecção parasitária, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi 
(CHAGAS, 1909). A doença causa cerca de 50.000 mortes ao ano, 
sendo estimado que desde o México até o sul da Argentina, existam 16 a 
18 milhões de pessoas cronicamente infectadas e 100 milhões 
consideradas sob risco de adquirir a infecção (THE LANCET, 2006). 
Cerca de 30% da população infectada desenvolve manifestações clínicas 
da doença, o que torna a patologia relevante em termos de saúde pública 
e impacto econômico (BRENER et al., 2000).  
A doença de Chagas é transmitida por insetos hematófagos 
conhecidos popularmente como barbeiros, os quais pertencem à ordem 
Hemíptera, família Reduviidae e subfamília Triatominae. Essa família 
possui mais de cem espécies, entre as quais várias são vetoras potenciais 
do parasito. As espécies mais importantes relacionadas com a doença 
são Triatoma infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, T. sordida, 
Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus (GAUNT e MILES, 2000; 
RASSI et al., 2000).  
A transmissão natural do T. cruzi para humanos ocorre quando 
triatomíneos infectados liberam fezes e urina sobre a pele lesionada ou 
mucosa íntegra, durante o repasto sanguíneo (BRENER et al., 2000). A 
transmissão pode ainda ocorrer por transfusão sanguínea e, com menor 
frequência, via congênita, acidentes de laboratório e transplantes de 
órgãos. Também pode ocorrer a transmissão oral, através da ingestão de 
alimentos contaminados com triatomíneos infectados (DIAS, 1989; 
BITTENCOURT, 2000). 
Em 2005, foi descrito um surto de doença de Chagas aguda 
(DCA) no Estado de Santa Catarina, o qual foi associado ao consumo de 
caldo de cana contaminado com T. cruzi (STEINDEL et al., 2005). 
Nesse episódio, segundo nota técnica do Ministério da Saúde (2007), 24 
pacientes foram infectados, sendo que três evoluíram para óbito. 
A doença apresenta uma fase aguda, de curta duração, que na 
maioria dos pacientes progride para uma fase crônica. A fase aguda é 
geralmente assintomática, entretanto em 10% dos casos os sinais 
clínicas começam 6 a 10 dias após a infecção e se caracterizam por um 
quadro febril passageiro e inespecífico, linfoadenopatia, esplenomegalia 
branda e, mais raramente, uma intensa miocardite (RASSI et al., 2000). 
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Após uma fase aguda sintomática ou não, os pacientes evoluem para 
uma fase crônica silenciosa, podendo permanecer assintomáticos (fase 
indeterminada) ou evoluir para uma forma cardíaca, digestiva ou mista. 
Na forma cardíaca, ocorre principalmente miocardite crônica 
progressiva e fibrosante e/ou hipertrofia do coração. Essas alterações 
podem se manifestar por meio de arritmias e insuficiência cardíaca 
congestiva. A forma cardíaca é a principal responsável pela ocorrência 
de morte súbita, que é um fenômeno considerado como a principal causa 
de morte na doença de Chagas. Os pacientes com a forma digestiva 
apresentam alterações hipertróficas no esôfago (megaesôfago) e colón 
intestinal (megacolón), que levam a problemas como disfagia e 
constipação instestinal, respectivamente. A forma mista é caracterizada 
pelo comprometimento cardíaco e digestivo concomitantemente 
(BRENER et al., 2000; RASSI et al., 2000). Ao contrário do que ocorre 
na fase aguda, na crônica há poucos parasitos circulantes, os quais tem 
sua proliferação controlada pelos componentes celulares e humorais da 
resposta imune adquirida, provavelmente pela destruição das formas 
circulantes no sangue (ARAÚJO-JORGE e CASTRO, 2000).  
Atualmente, não se dispõe de vacinas ou qualquer fármaco 
profilático para o controle da doença de Chagas e os medicamentos 
utilizados no tratamento de pacientes na fase aguda, como o nifurtimox 
(Lampit, Bayer) e o benzonidazol (Rochagan, Roche) são de uso 
limitado devido à alta toxicidade. Além disso, ambos os fármacos 
apresentam eficiência limitada na fase crônica da doença, onde a maior 
parte dos diagnósticos são realizados (CASTRO et al., 2006, DIAS, 
2006). 
 
1.2. Ciclo de Vida 
 
O T. cruzi é um protozoário flagelado da Ordem Kinetoplastida, 
Família Trypanosomatidae, caracterizado pela existência de um único 
flagelo e de cinetoplasto, cuja organela se localiza próximo ao flagelo e 
contém o DNA mitocondrial (TELLERIA et al., 2006). 
 Durante o ciclo de vida, o T. cruzi apresenta basicamente três 
formas distintas dependendo do hospedeiro em que se encontre. Nos 
hospedeiros mamíferos são observadas as formas amastigotas 
intracelulares e tripomastigotas sanguíneas, enquanto nos hospedeiros 
invertebrados ocorrem as formas epimastigotas e tripomastigotas 
metacíclicas. Os tripomastigotas possuem aproximadamente 25 µm de 
comprimento e se caracterizam pela presença do núcleo na região 
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central, o cinetoplasto localizado na porção posterior da célula e 
presença da membrana ondulante. As formas amastigotas, com 
aproximadamente 5 µm de comprimento, são caracterizadas pelo 
formato arredondado, cinetoplasto visível, corpo achatado com flagelo 
interno e ausência de membrana ondulante. Já as formas epimastigotas, 
com 20 a 40 µm de comprimento, se caracterizam pelo cinetoplasto 
anterior ao núcleo, membrana ondulante curta e flagelo livre bem 
desenvolvido (TYLER e ENGMAN, 2001; BURLEIGH e WOOLSEY, 
2002). 
 O T. cruzi apresenta um ciclo de vida heteroxeno alternado 
entre hospedeiros invertebrados (barbeiros), que atuam como vetores do 
parasito e uma grande variedade de hospedeiros mamíferos. Durante a 
fase no hospedeiro invertebrado, que se infecta pela ingestão de sangue 
de animais infectados durante o repasto sanguíneo, formas 
tripomastigotas de T. cruzi sofrem um arredondamento no estômago, 
originando formas esferomastigotas. Estas se transformam em 
epimastigotas ainda no estômago e se aderem à superfície do intestino 
médio e posterior, multiplicando-se intensamente. Posteriormente, os 
epimastigotas migram para o intestino posterior atingindo o reto, 
transformando-se em tripomastigotas metacíclicas, os quais são 
eliminados nas fezes e urina do inseto vetor (BRENER et al., 2000; 
TYLER e ENGMAN, 2001). Essa forma é capaz de infectar e replicar 
em uma ampla variedade de células do hospedeiro vertebrado usando 
componentes de sua superfície e do hospedeiro (BURLEIGH e 
WOOLSEY, 2002; YOSHIDA, 2006). 
 Uma vez que as formas infectivas são depositadas na pele dos 
hospedeiros mamíferos, elas encontram as primeiras barreiras do 
sistema imune inato, como a pele e mucosas, que constituem barreiras 
físicas e o sistema complemento (KIPNIS e DA SILVA, 1989). No 
hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas infectam as células e 
diferenciam-se em amastigotas, uma forma proliferativa intracelular. 
Posteriormente, os amastigotas se diferenciam em formas 
tripomastigotas, as quais rompem as células hospedeiras e atingem a 
corrente sanguínea podendo infectar novas células do hospedeiro ou 
serem ingeridas por triatomíneos na ocasião de um novo repasto. Dentro 
do inseto vetor, os parasitos transformam-se em epimastigotas, 
reiniciando o ciclo (BRENER et al., 2000; TYLER e ENGMAN, 2001) 
(Figura 1). 
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Figura 1. Ciclo biológico do Trypanosoma cruzi (Modificado de CDC, 2009). 
 
 
1.3. Variabilidade intraespecífica de T. cruzi 
 
O T. cruzi é considerado uma espécie heterogênea, consistindo de 
várias subpopulações, que apresentam cepas distribuídas em 
hospedeiros mamíferos domésticos e selvagens, e em insetos vetores 
(ZINGALES et al., 1998). Esse parasito apresenta uma alta variabilidade 
genética, como evidenciado em análises de isoenzimas (MILES et al., 
1977, 1978, 1980; ROMANHA, 1982), kDNA-RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism of Kinetoplast DNA) (MOREL et al., 
1980), LSSP-PCR (Low Stringency Single Specific Primer) (VAGO et 
al., 1996) e RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) 
(STEINDEL et al., 1993). 
Os primeiros estudos que demonstraram a grande diversidade 
genética de T. cruzi foram realizados por Miles e colaboradores no final 
da década de 1970. Esses autores analisaram o polimorfismo dos perfis 
eletroforéticos de seis enzimas e sugeriram uma classificação em três 
grupos distintos, os quais foram denominados zimodemas Z1, Z2 e Z3 
(MILES et al., 1977, 1978, 1980). Estudos epidemiológicos mostraram 
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que Z1 e Z3 estão associados às cepas que circulam no ciclo silvestre e 
Z2 àquelas que circulam no ciclo de transmissão doméstico (MILES et 
al., 1978, 1980; BARRET et al., 1980). 
Romanha (1982) analisando o perfil isoenzimático de amostras de 
T. cruzi isoladas de pacientes chagásicos, verificou a presença de 4 
zimodemas distintos, denominados ZA, ZB, ZC e ZD. A comparação 
dos zimodemas descritos por Romanha (1982), com aqueles descritos 
por Miles et al. (1977; 1978), mostrou grande similaridade entre os 
zimodemas ZA e Z2, enquanto que os demais zimodemas foram 
distintos entre si. Dessa forma, admite-se que no Brasil, o T. cruzi esteja 
distribuído em pelo menos 6 grupos isoenzimáticos principais: Z1, Z2 
ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD.  
Apesar da elevada diversidade genética evidenciada pelas 
técnicas mencionadas, a análise de sequências com uma taxa de 
evolução menor mostrou um claro dimorfismo entre as cepas. Souto et 
al. (1996), demonstraram que a amplificação de uma região do 
espaçador não transcrito do gene do mini-éxon e da região divergente 
correspondente ao terminal 3’ do gene 24Sα rDNA produzia uma clara 
divisão das cepas de T. cruzi em duas linhagens. Os autores observaram 
uma associação entre as cepas que produziam fragmentos de DNA 
amplificados de 125 pb e 300 pb, sendo assim designadas linhagem 1. 
Da mesma forma, foi observada uma correlação entre as cepas que 
geravam fragmentos de DNA amplificados de 110 pb e 350 pb, 
denominadas linhagem 2.  
 Com o objetivo de padronizar a nomenclatura das duas 
linhagens principais de T. cruzi definidas por várias metodologias, em 
1999 durante o Simpósio Internacional Comemorativo da Descoberta da 
Doença de Chagas foi adotada a subdivisão da espécie T. cruzi em duas 
linhagens principais, denominadas T. cruzi I (TcI) e T. cruzi II (TcII) 
(ANONYMOUS, 1999). Posteriormente, baseado em análises de outros 
marcadores genéticos, foi proposta a subdivisão do grupo TcII em cinco 
subgrupos, denominados TcIIa-TcIIe (BRISSE et al., 2000; 2001).  
 Recentemente, foi proposta uma revisão da nomenclatura, onde 
cada subgrupo passou a ser classificado como um grupo independente, 
referido como DTU (Discrete Typing Units) (TIBAYRENC, 1998; 
ZINGALES et al., 2009). Os grupos TcI e TcIIb correspondem, 
respectivamente, aos grupos TcI e TcII originalmente recomendados 
durante o Simpósio Internacional Comemorativo da Descoberta da 
Doença de Chagas. Propõe-se ainda que os subgrupos TcIIa, TcIIc, 
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TcIId e TcIIe sejam denominados TcIV, TcIII, TcV e TcVI 
respectivamente (ZINGALES et al., 2009).  
 Trabalhos recentes sugerem que o grupo TcI pode ser dividido 
em quatro subgrupos (HERREIRA et al., 2007; FALLA et al., 2009), 
entretanto estes não foram inseridos na revisão da nomenclatura de T. 
cruzi (ZINGALES et al., 2009).  
 Estudos prévios apontam que o T. cruzi é uma espécie diplóide 
com estrutura predominantemente clonal com rara troca genética 
(GIBSON e MILES, 1986; TIBAYRENC et al., 1986; OLIVEIRA et al., 
1998; EL-SAYED et al., 2005). Entretanto, a recombinação entre 
populações de T. cruzi é sugerida (GAUNT et al., 2003; LEWIS et al., 
2009; STURM e CAMPBEL, 2009). Isso foi primeiramente 
documentado por Gaunt et al. (2003), que demonstraram por meio da 
obtenção de híbridos, a capacidade de troca genética entre dois clones 
parentais. Sugere-se que esse tipo de recombinação envolva a fusão de 
dois genomas diplóides, formando um indivíduo tetraplóide, seguida 
pela perda de alelos e recombinação intragênica, não envolvendo meiose 
(GAUNT et al., 2003). Nesse contexto, especula-se que TcI e TcII sejam 
grupos ancestrais, que deram origem a TcIII e TcIV por meio de um 
evento de hibridização, sendo que TcII e TcIII originaram TcV e TcVI 
também por um evento de hibridização (MACHADO e AYALA, 2001; 
BRISSE et al., 2003; WESTENBERGER et al., 2005).  
Com base em características epidemiológicas dos grupos TcI e 
TcII, foi possível associar cepas do grupo TcI ao ciclo de transmissão 
silvestre e cepas do grupo TcII ao ciclo de transmissão doméstico 
(ANONYMOUS, 1999). Em países do Cone Sul, isolados do grupo TcII 
são os principais responsáveis pelas manifestações clínicas da doença de 
Chagas. Entretanto, em países ao norte da Bacia Amazônica, como 
Venezuela e México, infecções humanas por T. cruzi estão comumente 
associadas ao grupo TcI (MILES et al., 1981; BOSSENO et al., 2002). 
Na natureza, verifica-se que espécies hospedeiras de T. cruzi 
podem ser infectadas por múltiplos contatos com diferentes triatomíneos 
e estes podem alimentar-se em diferentes espécies hospedeiras 
infectadas. Esse comportamento propicia a formação de populações de 
cepas multiclonais, tanto nas espécies hospedeiras quanto nos vetores 
(TORRES et al., 2004). Infecções com cepas multiclonais envolvendo 
clones TcI e TcII tem sido descritas na Bolívia e no Brasil (BOSSENO 
et al., 1996; DI NOIA et al., 2002; HERRERA et al., 2004). 
Análises de microssatélites permitem verificar se uma 
determinada cepa de T. cruzi é constituída por um único clone 
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(monoclonal) ou por mais de um clone (multiclonal). A utilização dessa 
técnica tem demonstrado que a porcentagem de populações multiclonais 
diminui quando cepas isoladas do ciclo silvestre são comparadas com 
cepas isoladas de pacientes. Isso sugere que o homem atua como filtro 
biológico ao selecionar populações mais adaptadas a se desenvolverem 
no seu organismo (OLIVEIRA et al., 1998; 1999; MACEDO et al, 
2001). 
 
1.4. Interação parasito-célula hospedeira 
 
O estabelecimento da infecção por T. cruzi depende de uma série 
de eventos envolvendo interações entre moléculas do parasito e do 
hospedeiro (YOSHIDA, 2006). Esse processo tem sido extensivamente 
estudado in vitro, sendo que a maioria desses estudos foi realizada com 
linhagens de células transformadas (SCHENKMAN et al., 1988; 
MORTARA, 1991; CALER et al., 2001; FERNANDES et al., 2007).  
A infecção natural pelo T. cruzi ocorre por meio de penetração do 
parasito na pele lesionada ou mucosa íntegra. Ao completar o ciclo de 
replicação intracelular após 3-5 dias, formas tripomastigotas são 
liberadas na corrente sanguínea e invadem rapidamente as células 
hospedeiras, como um mecanismo de escape da lise mediada pelo 
sistema complemento. A habilidade de infectar e replicar em vários 
tipos celulares é uma característica essencial do ciclo de vida do T. cruzi 
no hospedeiro mamífero (BURLEIGH e WOOLSEY, 2002) 
A fase inicial do processo de interação T. cruzi-célula hospedeira 
envolve adesão do parasito à superfície da célula, decorrente de um 
processo de reconhecimento celular em que moléculas presentes na 
membrana plasmática do parasito e da célula hospedeira estão 
envolvidas (YOSHIDA, 2006). Algumas moléculas de superfície 
envolvidas no processo de adesão foram descritas nas formas 
tripomastigotas metacíclicas do T. cruzi, como as glicoproteínas gp82, 
gp35/50 e gp90, as quais reconhecem receptores celulares ainda 
desconhecidos (YOSHIDA et al., 1990; RAMIREZ et al., 1993; 
PREVIATO et al., 1994). 
Formas tripomastigotas metacíclicas da cepa CL, a qual é 
altamente invasiva, apresentam em sua superfície a glicoproteína gp82 
requerida para interação e invasão na célula hospedeira (RAMIREZ et 
al., 1993). Gp82 é uma proteína N-glicosilada ancorada por 
glicosilfosfatidilinositol (GPI) à superfície do parasito (CARDOSO DE 
ALMEIDA e HEISE, 1993). Essa glicoproteína está relacionada ao 
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aumento dos níveis de cálcio (Ca2+) intracelular na célula hospedeira e 
no parasito durante o estabelecimento da infecção, um evento 
fundamental para a internalização do T. cruzi (MANQUE et al., 2003). 
Formas epimastigotas, as quais não expressam níveis detectáveis de 
gp82 e não induzem um aumento de Ca2+, quando são transfectadas com 
um vetor carregando cDNA codificando gp82 produzem esta 
glicoproteína funcional. Isso torna as formas epimastigotas capazes de 
se aderir e elevar os níveis de Ca2+ em células HeLa (MANQUE et al., 
2003). 
Usando peptídeos sintéticos e gp82 truncada, Manque et al. 
(2000) demonstraram que o sítio de ligação celular de gp82 é contíguo 
ao epítopo de reconhecimento do anticorpo monoclonal anti-gp82 
(AcMo 3F6). É ainda provável que o sítio de ligação celular seja 
conformacional, sendo formado pelo dobramento de duas sequências 
adjacentes e lineares de aminoácidos (Figura 2). 
 
 
 
Figura 2. Representação esquemática da sequência de aminoácidos da glicoproteína gp82 de 
Trypanosoma cruzi (Adaptado de YOSHIDA, 2006).  
 
 
Em infecções por via oral em modelo murino, tem sido 
demonstrado que gp82 é a principal molécula de superfície de 
tripomastigotas metacíclicos, especializada na adesão à mucina gástrica 
e consequente penetração na mucosa adjacente (NEIRA et al., 2003). 
Uma segunda glicoproteína ancorada por GPI à superfície do 
parasito é a gp35/50, a qual é uma glicoproteína O-glicosilada rica em 
treonina, serina e prolina, sendo enquadrada no grupo das mucinas. Ela é 
expressa em formas tripomastigotas metacíclicas e epimastigotas de T. 
cruzi (PREVIATO et al., 1994). 
Ruiz et al. (1993) e Yoshida et al. (1993) demonstraram que a 
incubação do anticorpo monoclonal anti-gp35/50 ou da glicoproteína 
gp35/50 purificada com formas tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi, 
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promoviam a inibição da internalização dos parasitos. Assim como 
gp82, gp35/50 se liga a célula alvo de uma maneira dependente de 
receptor e ativa a liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares. 
Entretanto, a via de transdução de sinais é distinta da via ativada por 
gp82 (Figura 3).  
Estudos com formas tripomastigotas de várias cepas de T. cruzi, 
revelaram a existência de dois grupos distintos de parasitos, que se 
diferenciam quanto à expressão de glicoproteínas de superfície e 
capacidade de invasão de células de mamíferos (Figura 3). Cepas 
altamente invasivas ligam-se à superfície da célula hospedeira através da 
glicoproteína gp82. Esta ligação promove a transmissão do sinal para o 
interior do parasito e da célula, o que resulta na ativação da proteína 
tirosina quinase (PTK) e fosforilação da proteína p175 (FAVORETO et 
al., 1998). Esta sinalização envolve a ativação de fosfolipase C (PLC), a 
qual catalisa a hidrólise de moléculas de fosfatidilinositol-bifosfato 
presente na membrana plasmática, resultando na geração de 1,2-
diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-inositol trifosfato (IP3). IP3 induz a 
mobilização de Ca2+ dos estoques intracelulares para o citosol, 
possivelmente do retículo endoplasmático (YOSHIDA et al., 2000; 
2006). 
Por outro lado, em cepas com menor capacidade infectiva, a 
cascata de sinalização celular é menos eficiente do que a cascata 
induzida por gp82. Nesses isolados, a interação com a superfície da 
célula hospedeira ocorre principalmente via gp35/50, sendo um processo 
dependente de AMP cíclico (cAMP) e independente de PTK e PLC. O 
Ca2+ requerido para a invasão da célula possivelmente é liberado para o 
citosol a partir de vacúolos contendo um sistema de troca iônica 
Ca2+/H+, conhecidos como acidocalciosomas. Ainda não se sabe como 
gp35/50 transmite o sinal externo para o interior do parasito e quais são 
os componentes requeridos para o processo ocorrer (YOSHIDA, 2006) 
(Figura 3). 
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Figura 3. Ativação de diferentes cascatas sinalizadoras que resultam na liberação Ca2+ em 
formas tripomastigotas   metacíclicas de Trypanosoma cruzi das cepas CL (TcII) e G (TcI) 
durante o processo de invasão celular. AC – adenilato ciclase, IP3 – Inositol trifosfato, cAMP – 
AMP cíclico, PLC – fosfolipase C, PTK - tirosina quinase (Adaptado de YOSHIDA, 2006). 
 
 
Cortez e colaboradores (2003) verificaram que formas 
tripomastigotas de T. cruzi deficientes na expressão de gp82, expressam 
gp30, uma glicoproteína de 30kDa reconhecida pelo mesmo anticorpo 
monoclonal que reconhece gp82 (3F6). Gp30, assim como gp82, é capaz 
de ativar tirosina quinases e induzir um aumento nos níveis de Ca2+ 
intracelular em células HeLa, processos importantes para permitir a 
internalização do parasito. Por meio de estudos de infecção por via oral 
realizados em camundongos, estes autores demonstraram que gp30 está 
envolvida no processo de invasão celular, entretanto a interação de gp30 
com a mucina gástrica não ocorre de forma eficaz (CORTEZ et al., 
2003). 
Uma outra glicoproteína envolvida na invasão celular é 
glicoproteína gp90, a qual modula negativamente a entrada do parasito 
na célula hospedeira (YOSHIDA et al., 1990). Málaga e Yoshida (2001) 
usando oligonucleotídeos “antisense” complementares a uma região da 
sequência que codifica para o gene gp90, demonstraram que esta 
glicoproteína é um regulador negativo da invasão celular. O tratamento 
de formas tripomastigotas da cepa G, que possui uma menor capacidade 
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infectiva, com oligonucleotídeos antisense promoveu uma redução na 
expressão de gp90 e consequente aumento na invasão dos parasitos nas 
células hospedeiras. 
Gp90 é uma glicoproteína ancorada por GPI à superfície do 
parasito, capaz de se ligar em células de mamíferos de uma maneira 
dependente de receptor sem induzir um aumento dos níveis de Ca2+ 
intracelular. A expressão de gp90 varia entre diferentes cepas de T. cruzi 
e sua expressão está inversamente correlacionada com a capacidade de 
invasão do parasito a células de mamíferos em cultura, uma vez que 
cepas com menor capacidade infectiva expressam grandes quantidades 
de gp90 (RUIZ, 1998; YOSHIDA, 2006). Acredita-se que a interação de 
gp90 com seu receptor celular ative uma via inibitória, semelhante ao 
que ocorre com algumas células do sistema imune (VIVIER et al., 
2004). Células NK (Natural Killers), por exemplo, possuem receptores 
inibitórios na superfície que antagonizam as vias de ativação usando 
tirosina fosfatases. De maneira análoga, gp90 promove a ativação de 
tirosina fosfatase de tripomastigotas metacíclicos e consequentemente a 
defosforilação de p175 (VIVER et al., 2004). 
Como já mencionado, durante a adesão ocorre um aumento 
intracelular de cálcio (Ca2+) e mobilização de lisossomos da célula 
hospedeira até o local de penetração (DOCAMPO et al. 1996; 
BURLEIGH e ANDREWS, 1998; YOSHIDA, 2003). Após a adesão, 
ocorrem mudanças na membrana do parasito e da célula hospedeira, o 
que irá culminar na penetração do T. cruzi, sendo que essas 
modificações irão variar com o tipo celular (YOSHIDA, 2006). 
No caso de macrófagos, a maior parte dos parasitos é 
interiorizada via mecanismo do tipo fagocítico, envolvendo 
polimerização de filamentos de actina necessária à formação de 
projeções de membrana, chamadas pseudópodes (NOGUEIRA e 
COHN, 1976; MEIRELLES et al., 1982). É ainda possível que um 
mecanismo de invasão ativo e independente da polimerização de actina 
também possa ocorrer nessas células (NOGUEIRA e COHN, 1976; 
KIPNIS et al., 1979). 
Em células não-fagocíticas, estudos por microscopia eletrônica 
revelaram que formas tripomastigotas parecem deslizar gradualmente 
para dentro da célula, sem nenhuma evidência de formação de 
pseudópodes. Esse processo de invasão é, portanto, independente da 
polimerização de actina, sugerindo um mecanismo de invasão ativo 
(SCHENKMAN et al., 1988). Durante a penetração, um aumento 
intracelular de Ca2+ promove a mobilização e fusão gradual de 
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lisossomos, fornecendo assim a membrana requerida para a formação do 
vacúolo parasitóforo no interior da célula hospedeira (TARDIEUX et 
al., 1992). Nesses casos, uma pequena depressão é formada na superfície 
da célula por onde o parasito é interiorizado (BRENER et al., 2000). 
À medida que o parasito penetra a célula, este vai sendo 
envolvido por uma membrana inicialmente proveniente da membrana 
plasmática em células fagocíticas (SCHENKMAN et al., 1988) e em 
células não-fagocíticas o parasito é envolvido por uma membrana 
oriunda da membrana dos lisossomos, os quais são recrutados para a 
periferia celular pela via de sinalização do Ca2+ (ANDREWS et al., 
1990; TARDIEUX et al., 1992). No decorrer do processo, o vacúolo se 
funde com organelas do sistema endolisossomal da célula hospedeira. A 
exposição das formas tripomastigotas ao ambiente ácido no interior do 
vacúolo é requerido para a secreção e atividade da proteína TcTox, que 
tem capacidade de incorporar-se na membrana do vacúolo parasitóforo, 
levando a destruição da membrana vacuolar e, consequentemente, 
liberação do parasito para o citoplasma (ANDREWS et al., 1990). O 
meio ácido possui papel importante no início da diferenciação de formas 
tripomastigotas em amastigotas. Esse processo se inicia no vacúolo e 
termina no citoplasma (TANOWITZ et al., 1992; KIRCHHOFF, 1996; 
BURLEIGH e WOOLSEY, 2002).  
Após a completa diferenciação em formas amastigotas, o T. cruzi 
se multiplica sucessivas vezes e em seguida se diferencia novamente em 
tripomastigotas. Acredita-se que a grande motilidade e a secreção de 
enzimas pelas formas tripomastigotas levem ao rompimento da 
membrana plasmática e posterior liberação das formas tripomastigotas 
para o meio extracelular, tornando-os capazes de infectar novas células 
(BRENER, 1973; SOUZA, 2000).  
Desde os primeiros estudos, sabe-se que, dependendo da cepa, o 
T. cruzi leva menos de 20 minutos para entrar na célula hospedeira. O 
parasito prolifera por divisão binária por 2 a 9 ciclos até preencher 
completamente o citoplasma, em 3 a 5 dias, levando então à  ruptura e 
liberação de novos tripomastigotas (DIAS, 1934; KOFOID et al., 1935; 
MEYER e XAVIER DE OLIVEIRA, 1948). Cerca de 2 horas após a 
invasão, ocorre a fragmentação da membrana do vacúolo parasitóforo e 
a liberação do parasito para o citoplasma (BURLEIGH e ANDREWS, 
1998; BRENER et al., 2000). Uma vez no citoplasma, as formas 
amastigotas permanecem quiescentes de 24 a 44 horas, período em que 
ocorre a síntese de DNA, RNA e proteínas, posteriormente inicia o 
processo de divisão (BRENER et al., 2000). O tempo de geração dos 
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amastigotas pode variar de 8 a 15 horas, dependendo da cepa e a 
citocinese ocorre em 20 a 30 minutos (HYDE e DVORAK, 1973). O 
processo de transformação das formas amastigotas em tripomastigotas 
ocorre após 2-5 dias, sendo necessário para ocorrência da ruptura celular 
(BRENER et al., 2000). 
 
1.5. Aspectos imunológicos da doença de Chagas 
 
As formas infectivas ao serem depositadas na pele do hospedeiro 
por triatomíneos infectados, se deparam com as barreiras iniciais do 
sistema imune inato, que inclui barreiras físicas (pele e mucosas), 
macrófagos, células dendríticas, células NK e proteínas do sistema 
complemento (FERREIRA, 2002; TARLETON, 2007). A resposta 
imune inata é responsável por controlar a replicação do parasito no 
início da infecção, assim como preparar o sistema imune para gerar a 
resposta adquirida do tipo Th1 (BRENER e GAZZINELLI, 1997; 
GAZZINELLI e DENKERS, 2006; TARLETON, 2007). 
O T. cruzi é capaz de induzir a ativação de proteínas e enzimas 
efetoras do sistema complemento, que é formado por um conjunto de 
proteínas séricas termolábeis e de superfície celular, muitas das quais 
possuem atividade enzimática. Tais proteínas são ativadas de maneira 
sequencial na presença do patógeno, culminando com a formação de um 
complexo de ataque à membrana (MAC) que causa lise do parasito 
(ANZIANO et al., 1972; NOGUEIRA et al., 1975; KPINIS et al., 1981; 
CESTARI et al., 2008).  
As proteínas do sistema complemento presentes na circulação 
sanguínea encontram-se inativadas ou em um baixo nível de ativação 
espontânea, podendo então ser ativadas pelas vias clássica, alternativa 
ou das lectinas (SILVA e MOTA, 2003). Brevemente, a via clássica é 
ativada quando imunoglobulinas das classes IgG e IgM se ligam à 
superfície do patógeno e formam um complexo enzimático com a 
molécula do soro C1q (ABBAS e LICHTMAN, 2005). A via alternativa 
é ativada pela ligação do componente C3b à proteínas na superfície do 
parasito, sendo portanto independente de anticorpos (ABBAS e 
LICHTMAN, 2005). Já a via das lectinas, é ativada pela ligação das 
lectinas MBL (Mannan-Binding Lectin) e ficolinas presentes no soro, a 
resíduos de manose e outros carboidratos da superfície do parasito (JI et 
al., 1993). Todas essas vias culminam na formação do MAC, que levará 
a lise osmótica da célula (SILVA e MOTA, 2003). 
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As formas epimastigotas não infectantes são sensíveis as três vias 
do sistema complemento (ANZIANO et al., 1972; NOGUEIRA et al., 
1975; CESTARI, 2008), entretanto formas tripomastigotas infectantes 
são resistentes à ação lítica da cascata do complemento (FERREIRA et 
al., 2004; CESTARI et al., 2008). Essa resistência está relacionada a 
expressão de proteínas na superfície do parasito, com propriedades 
semelhantes ao DAF humano (Decay-Accelerating Factor), uma 
proteína de membrana que desestabiliza a estrutura da C3 convertase, ao 
deslocar C2b de C4b da via clássica e Bb de C3b da via alternativa 
(ABBAS et al., 2008).  
Uma série de moléculas implicadas na resistência à lise mediada 
pelo complemento com homologia com o DAF foram descritas em T. 
cruzi, permitindo ao parasito infectar as células hospedeiras com 
sucesso. Um exemplo é a glicoproteína T-DAF (Trypomastigota Decay-
Accelerating Factor) que foi identificada e caracterizada em formas 
tripomastigotas, sendo capaz de inibir a lise pelas vias alternativa e 
clássica pelo mesmo mecanismo descrito para DAF (JOINER et al., 
1988; TAMBOURGI, 1993). Norris et al. (1989) identificaram uma 
glicoproteína de 160 kDa em formas tripomastigotas da cepa Y, 
denominada gp160. Essa proteína é capaz de se ligar a C3b e C4b 
acelerando a dissociação da C3 convertase e, portanto prevenindo a lise 
tanto pela via clássica quanto pela via alternativa. Entretanto, propõem-
se que na presença de anticorpos anti-gp160, a ligação de gp160 a C3b é 
bloqueada, permitindo a formação de C3 convertase e subsequente lise 
do parasito. Essa característica tem sido utilizada como parâmetro em 
ensaios de lise mediada pelo complemento, os quais são úteis para 
mensurar a cura parasitológica pós-tratamento, uma vez que o resultado 
do ensaio de lise torna-se gradualmente negativo após a quimioterapia 
específica (KRETTLI e BRENER, 1982; KRAUTZ et al., 2000). 
Uma outra proteína envolvida na resistência a lise pelo 
complemento é calreticulina (TcCRT). Esta proteína foi descrita em 
formas tripomastigotas, sendo capaz de se ligar a C1q inibindo a lise 
pela via clássica. TcCRT também foi capaz de se ligar as lectinas MBL, 
impedindo a ligação destas com a resíduos de manose, sugerindo uma 
inibição da via das lectinas (FERREIRA et al., 2004). Recentemente, foi 
demonstrado que a proteína CRIT (Complement C2 Receptor Inhibitor 
Trispanning) expressa exclusivamente em formas tripomastigotas de T. 
cruzi II, tem a capacidade de se ligar ao componente C2 e inibir a 
formação da C3 convertase das vias clássica e lectina (CESTARI et al., 
2008). 
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Durante a fase aguda da doença de Chagas ocorre uma síntese 
sistêmica de citocinas pró-inflamatórias, que são responsáveis por ativar 
componentes da imunidade inata, como células NK e macrófagos 
(ORTIZ-ORTIZ et al., 1976; LIEKE et al., 2006). A função protetora 
das células NK está ligada à produção da IFN-γ e ativação de 
macrófagos (GAZINELLI et al., 1992, CARDILLO et al., 1996).  
As formas tripomastigotas ao serem fagocitadas por macrófagos 
se diferenciam em formas amastigotas, tendo a sua sobrevivência 
determinada pelo estado de ativação do macrófago. Dessa forma, 
macrófagos ativados por IFN-γ são capazes de destruir parcialmente os 
parasitos (GAZZINELLI et al., 1992; SANTIAGO et al., 2005). Quando 
ativados, os macrófagos produzem enzimas proteolíticas nos 
fagolisossomos, sendo também capazes de produzir espécies reativas de 
oxigênio (ROS). Os macrófagos também produzem óxido nítrico (NO), 
pela ação da enzima óxido nítrico sintase tipo 2 (NOS2), responsável 
por catalisar a conversão da L-arginina e L-citrulina em NO (MURAD, 
1994). 
A ativação do sistema imune inato está aparentemente envolvida 
na resistência do hospedeiro ao T. cruzi. A síntese de IL-12 e TNF-α por 
macrófagos ativa células NK que passam a produzir IFN-γ e TNF-α. 
Essas citocinas favorecem a diferenciação de linfócitos T CD4+ com o 
fenótipo secretório de células Th1, que consiste na principal população 
celular produtora de IFN-γ, razão pela qual uma onda de ativação de 
células Th1 ocorre primeiro na infecção chagásica, predominando no 
início da fase aguda (ZHANG e TARLETON, 1996). Os macrófagos 
ativados pelo INF-γ e TNF-α irão produzir NO, responsável pelo 
controle parcial da replicação do parasito na fase aguda da doença 
(VESPA et al., 1994; ALIBERTI et al., 1996; HOLSCHER et al., 1998). 
A resposta imune adquirida, mediada por linfócitos T CD4+, 
linfócitos T CD8+ e pelos anticorpos produzidos pelos linfócitos B, é 
essencial para o controle da parasitemia e para a sobrevivência do 
hospedeiro. Embora esse controle seja parcial, não protegendo o 
hospedeiro contra re-infecções (TARLETON et al., 1992; 
ROTTENBERG et al., 1996). 
Estudos da resposta imune humoral durante a infecção por T. 
cruzi demonstram que anticorpos estão envolvidos na defesa do 
hospedeiro contra o T. cruzi. No início da infecção, o parasito induz uma 
resposta imune humoral poli-isotípica com produção de IgM e IgG 
(BOUHDID et al., 1994), sendo que em sua maioria, reconhecem o 
epítopo galactosil α-(1→3) galactose, presente nas glicoproteínas 
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ancoradas na membrana do parasito por GPI (GAZZINELLI et al., 
1991; ALMEIDA et al., 1994). Com a evolução do quadro, o nível de 
parasitemia será modulado principalmente por anticorpos da classe IgG 
que começam a surgir a partir da segunda semana de infecção e 
alcançam seus níveis máximos ao fim da terceira ou quarta semana, 
assim permanecendo nos indivíduos não curados até o fim da vida 
(KRETTLI e BRENER, 1982; BOUHDID et al., 1994). 
Linfócitos T CD4+ com fenótipo Th1 possuem diferentes funções 
na resistência ao T. cruzi, como a secreção de INF-γ, importante citocina 
envolvida na ativação de macrófagos (SILVA et al., 1992). Além disso, 
os linfócitos Th1 são responsáveis por ativar linfócitos T CD8+, 
mediado pelas citocinas IL-2 e INF-γ (BRENER e GAZZINELLI, 
1997). De fato, a ativação da atividade citotóxica em linfócitos T CD8+ 
durante a doença de Chagas experimental é bloqueada pela redução dos 
níveis de linfócitos T CD4+. A ativação policlonal de linfócitos B 
também é completamente inibida pela depleção de linfócitos T CD4+ 
(MINOPRIO et al., 1986). 
A necessidade de linfócitos T CD8+ na defesa está relacionada 
com a capacidade do parasito infectar qualquer tipo celular do 
hospedeiro, inclusive células que só expressam MHC da classe I 
(NICKELL et al., 1993; ABBAS et al., 2008). Por essa razão, linfócitos 
T CD8+ constituem um dos principais grupos de células responsável 
pelo controle da replicação de T. cruzi in vivo (BRENER e 
GAZZINELLI, 1997).  
Achados imunológicos sugerem que a doença de Chagas é 
provocada por cepas da linhagem TcII. Di Noia e colaboradores (2002) 
identificaram uma glicoproteína de superfície da família das mucinas em 
T. cruzi, denominada TSSA (Tripomastigote Small Surface Antigen), a 
qual é altamente imunogênica. TSSA é codificada por dois alelos 
diferentes, sendo que o alelo tssa-I é restrito a cepas TcI e tssa-II é 
restrito a cepas TcII. Por essa razão, TSSA pode ser utilizada como 
marcador imunológico para a identificação da linhagem causadora da 
doença de Chagas a partir de amostras de soro. A análise de 460 soros 
de pacientes provenientes do Brasil, Argentina e Chile resultou em alta 
prevalência de anticorpos que reconhecem TSSA-II, sendo que uma 
pequena proporção apresentou reconhecimento misto (anticorpos anti-
TSSA-I e anti-TSSA-II), o que sugere a existência de casos de co-
infecção por cepas TcI/TcII (DI NOIA et al., 2002). Em concordância 
com tais resultados, Freitas e colaboradores (2005) analisaram amostras 
de tecido (esôfago, coração e cólon) de 25 pacientes e identificaram 
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somente cepas do grupo TcII. Essa foi a primeira constatação direta que 
parasitos do grupo TcII são os agentes causadores das lesões teciduais 
da doença de Chagas no Brasil. 
Durante o surto de DCA em Santa Catarina, análises moleculares 
realizadas no laboratório de Protozoologia identificaram linhagens 
mistas TcI/TcII em cepas isoladas de triatomíneos da espécie Triatoma 
tibiamaculata, enquanto que em cepas isoladas de pacientes foi 
encontrada somente a linhagem TcII (STEINDEL et al., 2008). A 
identificação de cepas somente do grupo TcII em pacientes na fase 
crônica é uma característica descrita em estudos realizados com 
amostras de pacientes provenientes de países do Cone Sul 
(FERNANDES et al. 1998; ZINGALES et al. 1998; DI NOIA et al., 
2002; FREITAS et al., 2005; FERNANDES, 2008; D’ÁVILA et al., 
2009).  
Neste sentido, vários trabalhos têm mostrado que no Brasil e em 
países ao sul da bacia amazônica, a maioria das cepas isoladas de 
pacientes chagásicos crônicos são do grupo TcII, enquanto que cepas 
mistas TcI/TcII são encontradas em pacientes na fase aguda  
(LUQUETTI et al., 1986; DI NOIA et al., 2002). Corroborando essas 
informações, alguns trabalhos relatam que cepas isoladas de pacientes 
na fase aguda são geneticamente mais complexas do que cepas isoladas 
de pacientes crônicos (MACEDO e PENA, 1998; DEVERA et al., 
2003).  
Muitas das cepas de T. cruzi que circulam na natureza são 
multiclonais, sendo compostas por populações de clones dos grupos TcI 
e TcII (MEJÍA e TRIANA, 2005; BOTERO et al., 2007). No entanto, a 
composição destas linhagens pode mudar com o tempo de infecção, uma 
vez que durante a fase crônica da doença, certas populações são 
provavelmente eliminadas devido a fatores imunológicos do hospedeiro 
(FRANCO et al., 2003). Em sistemas in vitro, clones com um menor 
tempo de duplicação podem ser selecionados daqueles que apresentam 
um tempo de duplicação longo (MANGIA, 1995). Portanto, além de 
fatores imunológicos do hospedeiro, características intrínsecas do 
parasito como capacidade multiplicativa e infectiva podem estar 
envolvidas na seleção de determinadas populações do parasito no 
hospedeiro vertebrado.  
Baseado nessas evidências é possível que quando o homem é 
infectado por cepas mistas de T. cruzi, clones da linhagem TcII 
poderiam ser selecionadas favoravelmente pelo hospedeiro por 
mecanismos pouco compreendidos. É possível ainda que as cepas 
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pertencentes às linhagens TcI e/ou TcII apresentem diferenças nas suas 
taxas de infecção e taxa de multiplicação. O conhecimento destes 
mecanismos poderá trazer informações importantes acerca da 
patogênese da doença de Chagas.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 
 
Estudar possíveis mecanismos envolvidos na seleção diferencial de 
populações do grupo TcII em infecções humanas ocasionadas por cepas 
mistas TcI/TcII de T. cruzi, caracterizando cepas isoladas durante o 
surto de doença de Chagas aguda em Santa Catarina em 2005. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
 Avaliar a variabilidade intra-específica entre cepas de T. cruzi 
isoladas durante o surto de doença de Chagas aguda; 
 
 Determinar os subgrupos das cepas de T. cruzi isoladas de pacientes 
utilizando os marcadores mini-exon, 24Sα rDNA e 18S rDNA; 
 
 Determinar se as cepas do grupo TcI, TcII e mistas diferem na 
sensibilidade à lise pelo complemento; 
 
 Avaliar a influência dos soros humanos chagásico inativado e normal 
na interação entre T. cruzi e macrófagos murinos; 
 
 Determinar se as cepas dos grupos TcI, TcII e mistas diferem na taxa 
de infecção, número médio de amastigotas por célula, tempo de 
duplicação e tempo para conclusão do ciclo biológico em macrófagos 
murinos; 
 
 Avaliar a expressão da glicoproteína gp82 em cepas dos grupos TcI e 
TcII e mistas; 
 
 Avaliar a susceptibilidade das cepas Y, SC96 e SC90 aos mecanismos 
tripanocidas de macrófagos ativados com IFN-γ; 
 
 Verificar a ocorrência de seleção de populações de T. cruzi em 
macrófagos murinos e macrófagos humanos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
3.1. Obtenção e manutenção de cepas de T. cruzi 
 
 Foram utilizadas diferentes cepas de T. cruzi isoladas de 
pacientes, reservatórios e vetores durante o surto de doença de Chagas 
aguda no município de Navegantes no Estado de Santa Catarina em 
2005 (SC90-SC102). As cepas SC28 (grupo TcI), Y (grupo TcII) e 
SC58 (T. rangeli) foram utilizadas como controles nas reações de PCR, 
ensaios de lise pelo complemento, ensaios de infecção e Western blot. A 
origem das cepas está descrita na Tabela 1 (Adaptada de STEINDEL et 
al., 2008).  
 
 
Tabela 1. Cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas nos experimentos de 
caracterização biológica e molecular  
Parasito Cepas Hospedeiro Grupo 
T. rangeli SC58 Echimys dasythrix - 
T. cruzi SC28 Didelphis aurita TcI 
 Y Humano (fase aguda) TcII 
 SC90 D. aurita TcI/TcII 
 SC91 D. albiventris TcI/TcII 
 SC92-SC93 Triatoma tibiamaculata TcI/TcII 
 SC94-SC102 Humano (fase aguda) TcII 
As cepas SC90-SC102 utilizadas neste estudo foram isoladas durante o 
surto de DCA em 2005. 
 
Inicialmente, as cepas utilizadas neste estudo foram reativadas 
em meio NNN + LIT (McNeal, Novy & Nicolle + Liver Infusion 
Tryptose), um meio bifásico que possui como fase sólida o meio Àgar-
sangue (NaCl 0,6%; Agar 1,4%; sangue humano defibrinado e inativado 
15%) e como fase líquida o meio LIT (NaCl 0,4%; KCl 0,04%; 
Na2HPO4 0,8%; Glicose 0,2%; Triptose 0,5%; Infuso de fígado 0,5%, 
Hemina 0,0025%; Soro Fetal Bovino 20%; Penicilina 100 unidades.mL-
1; Estreptomicina 100 µg.mL-1; Ampicilina 10 mg.mL-1; Gentamicina 10 
mg.L-1; pH 7,2). A partir do primeiro repique, procedeu-se novos 
repiques em meio LIT até se obter uma cultura com grande densidade de 
parasitos e livre de resíduos de sangue humano. 
A cultura foi submetida a condições de exaustão de nutrientes em 
meio LIT, visando promover a diferenciação de formas epimastigotas 
em formas tripomastigotas metacíclicas (CAMARGO, 1964). 
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3.2. Extração de DNA 
 
Para extração de DNA total, aproximadamente cinco mililitros de 
cultura de T. cruzi em fase exponencial de crescimento foram 
centrifugados a 1500 g por 10 minutos, seguida por duas lavagens em 
PBS pH 7,4. O sedimento contendo parasitos foi ressuspendido em 
tampão de extração (Tris-HCl 100 mM, pH 7,4; EDTA 25 mM; NaCl 10 
mM; SDS 1%; proteinase K 50 µg.mL-1) e incubado a 65°C por 2 horas, 
sendo homogeneizado por inversão a cada 10 minutos. A extração do 
DNA total das cepas de T. cruzi pelo método fenol-clorofórmio foi 
realizada segundo Sambrook et al. (1989). Os ácidos nucléicos foram 
precipitados em isopropanol na proporção 1:1 e incubados a -20°C por 2 
horas. A seguir, o material foi centrifugado a 14.500 g por 30 minutos e 
o sedimento foi lavado em etanol 70% gelado e seco à temperatura 
ambiente por 30 minutos. O sedimento foi então ressuspendido em 50 
µL de água Milli-Q contendo RNAse (10 mg/mL) e incubado  por 1 
hora a 37°C seguido por estocagem em freezer a -20°C. A quantidade de 
DNA foi estimada por comparação com padrões com quantidades 
conhecidas em gel agarose 0,8% corado com brometo de etídio e por 
espectrofotometria.  
 
3.3. Análise da variabilidade genética das cepas de T. cruzi por 
RAPD 
 
 O estudo de variabilidade intra-específica das cepas de T. cruzi foi 
realizado pela técnica de RAPD segundo Steindel et al. (1993). 
Inicialmente foram testados 10 oligonucleotídeos, sendo selecionados os 
oligonucleotídeos 3303, 3304, 3306, 3307, AB1 e AB5 (Tabela 2), os 
quais geraram um maior número de amplicons polimórficos e 
reprodutíveis. As reações de RAPD foram realizadas em um volume 
final de 10 µL contendo 10 ng de DNA; 200 µM de cada dNTP (dGTP, 
dCTP, dATP e dTTP); 10 µM de cada oligonucleotídeo; 10 mM de Tris-
HCl pH 8,5; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2 e 1 U de Taq DNA 
polimerase.  
As amostras de DNA foram amplificadas utilizando o 
termociclador Mastercycler Plus® (Eppendorf, Hamburg), usando as 
seguintes condições: desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, 30 
ciclos consistindo de uma etapa de desnaturação a 94°C por 30 
segundos, ligação a 30°C por 2 minutos, extensão a 72 °C por 1 minuto. 
Após o 35º ciclo, foi realizado uma extensão final de 72 °C por 5 
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minutos.  Reações controle sem DNA foram realizadas e cada reação 
repetida três vezes a fim de confirmar a reprodutibilidade da técnica.  
Os fragmentos de DNA amplificados foram resolvidos em gel de 
poliacrilamida 6%. Em seguida, os géis foram fixados em etanol 10% e 
ácido acético 0,5% por 20 minutos, corados com 0,2% de nitrato de 
prata por 30 minutos e revelados com 0,75 M de NaOH e 0,1 M de 
formaldeído por 10 minutos, conforme descrito por Santos (1993). Os 
géis foram digitalizados usando o sistema de fotodocumentação Macro 
Vue UV 20® (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco). 
Para a análise dos dados, a cada fragmento de DNA com 
mobilidade eletroforética diferente foi designada um número de posição 
e atribuído valor “1” para presença e “0” para ausência do fragmento. A 
partir dessa análise foi gerada uma matriz binária, a qual foi submetida a 
análise de agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group 
Method Using Arithmetic Means) utilizando o programa TreeView 
(PAGE, 2000), sendo empregado o coeficiente de similaridade de Dice 
(S = 2a / 2a + b + c) onde, ‘a’ representa o número de fragmentos 
compartilhadas entre o organismo 1 e 2, ‘b’ representa o número de 
fragmentos exclusivos do organismo 1 e ‘c’ representa o número de 
fragmentos exclusivos do organismo 2 (DICE, 1945). Nos dendogramas 
gerados foi criada a linha de fenon que representa a média dos valores 
de similaridade entre os pares e indica o ponto de referência para a 
divisão dos organismos em grupos separados (SNEATH e SOKAL, 
1962). 
 
 
             Tabela 2. Iniciadores utilizados nas reações de RAPD 
Iniciador  Sequência de bases (5’-3’) Referência 
3303 TCA CGA TGC A  STEINDEL et al. (1993) 
3304 GCA CTG TCA STEINDEL et al. (1993) 
3306 AGC ATC TGT T STEINDEL et al. (1993) 
3307 AGT GCT ACG T  STEINDEL et al. (1993) 
AB1 ACG GAT CCT G  LEE et al. (2000) 
AB5 GGC ACT GAG G LEE et al. (2000) 
 
 
3.4. Genotipagem das cepas de T. cruzi  
 
As cepas isoladas dos pacientes (SC94-SC102) foram 
genotipadas segundo metodologia proposta por Brisse et al. (2001). Para 
a amplificação da região não transcrita do gene do mini-exon, região 
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divergente correspondente ao terminal 3’ do gene 24Sα rDNA e do 
domínio de tamanho variável do gene 18S rDNA foram utilizados os 
oligonucleotídeos TC/TC1/TC2; D71/D72; V1/V2 (Invitrogen) (Tabela 
3) respectivamente. As reações de amplificação foram realizadas em 
volumes de 10 µL contendo 10 ng de DNA molde; 10 µM de cada 
oligonucleotídeo; 10 mM de Tris-HCl, pH 8,5; 50 mM KCl; 1,5 mM 
MgCl2; 200 µM de cada dNTP (dGTP, dCTP, dATP e dTTP) e 1 U de 
Taq DNA polimerase. 
As amostras de DNA foram amplificadas utilizando o 
termociclador Mastercycler Plus® (Eppendorf, Hamburg). A 
amplificação da região não transcrita do gene do mini-exon foi realizada 
nas seguintes condições: desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, 30 
ciclos consistindo de um passo de desnaturação a 94°C por 30 segundos, 
um passo de ligação a 55°C por 30 segundos, seguido por um passo de 
extensão a 72°C por 1 minuto. A amplificação da região divergente do 
gene 24Sα rDNA foi realizada nas seguintes condições: desnaturação 
inicial a 94°C por 5 minutos, desnaturação a 94°C por 1 minuto, ligação 
a 60°C por 1 minuto, seguido extensão a 72°C por 1 minuto, sendo as 
reações interrompidas após o 30º ciclo. A amplificação do gene 18S 
rDNA foi realizado nas seguintes condições: uma desnaturação inicial a 
94°C por 5 minutos, desnaturação a 94°C por 1 minuto, ligação a 60 °C 
por 1 minuto, seguido por um passo de extensão de 72 °C por 1 minuto, 
sendo as reações interrompidas após o 30º ciclo. Para a amplificação das 
três regiões citadas, após o 30º ciclo foi realizada uma extensão final de 
72 °C por 5 minutos. Em todas as PCRs foram realizadas reações 
controle sem DNA com o propósito de verificar a presença de possíveis 
contaminantes. 
Os fragmentos de DNA obtidos foram resolvidos em gel de 
poliacrilamida 8% e corados com nitrato de prata como descrito no item 
anterior. Os géis foram fotodocumentados utilizando o sistema Macro 
Vue UV 20® (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco). 
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Tabela 3. Iniciadores utilizados para genotipagem das cepas de 
Trypanosoma cruzi 
Iniciador  Sequência de bases (5’-3’) Referência 
TC CCC CCC TCC CAG GCC ACA CTG  SOUTO et al. (1996) 
TC1 GTG TCC GCC ACC TCC TTC GGG CC SOUTO et al. (1996) 
TC2 CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G SOUTO et al. (1996) 
D71 AAG GTG CGT CGA CAG TGT GG  SOUTO et al. (1996) 
D72 TTT TCA GAA TGG CCG AAC AGT  SOUTO et al. (1996) 
V1 CAA GCG GCT GGG TGG TTA TTC CA CLARK e PUNG (1994) 
V2 TTG AGG GAA GGC ATG ACA CAT GT CLARK e PUNG (1994) 
 
 
3.5. Ensaios de lise mediada pelo sistema complemento 
 
3.5.1. Soro normal 
 
O soro humano normal fresco (SN) foi obtido de um único 
doador no dia em que os ensaios de lise mediada pelo sistema 
complemento foram executados. Quando necessário os soros foram 
inativados por 1 hora a 56ºC. 
 
3.5.2. Soro chagásico crônico 
 
 Os soros humanos chagásicos crônicos (SC) foram obtidos do 
banco de soros do Laboratório de Protozoologia. Foi realizada uma 
mistura de dez soros provenientes de pacientes chagásicos crônicos que 
apresentaram título superior a 160 pela técnica Imunofluorescência 
Indireta. A mistura de soros foi inativada por 1 hora a 56ºC e congelada 
a -20ºC até o momento do uso. 
 
3.5.3. Ensaios de lise mediada pelo sistema complemento com 
formas tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi 
 
Os ensaios de lise pelo complemento foram realizados com 
formas epimastigotas e tripomastigotas. As formas epimastigotas das 
cepas Y, SC90, SC92, SC93 e SC94, colhidas na fase exponencial de 
crescimento em meio LIT, foram centrifugadas a 2000 g por 10 minutos, 
lavadas duas vezes e suspendidas em PBS pH 7,4 na concentração de 1 
x 106 parasitos.mL-1. Já as formas tripomastigotas de cultura de células 
das cepas Y, SC90, SC92, SC93 e SC94 foram obtidas do sobrenadante 
de cultura de células VERO. As células mantidas em garrafas de cultura 
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com meio DMEM suplementado com 2,5% de soro fetal bovino (SFB), 
foram inicialmente infectadas com tripomastigotas metacíclicos obtidos 
da cultura de parasitos no final da fase estacionária.  
Como fonte de complemento foram utilizados soro normal fresco 
ou soro de paciente chagásico inativado suplementado com soro normal 
fresco. Os controles consistiram em soro chagásico inativado ou soro 
chagásico inativado suplementado com soro normal inativado. 
Os parasitos foram incubados com o mesmo volume das 
diferentes combinações de soros na diluição 1:2 por 37ºC por 1 hora, de 
modo que 1,5 x 105 parasitos em 150 µL de PBS pH 7,4 foram 
misturados com 150 µL de soro puro (1:2). Após o tempo de incubação, 
os tubos foram mantidos em banho de gelo e em seguida foi 
determinado o número de parasitos sobreviventes em câmara de 
Neubauer em microscópio óptico. 
 
3.6. Curvas de crescimento 
 
 O estudo da dinâmica de crescimento das formas epimastigotas 
das cepas Y, SC90, SC91, SC92, SC93, SC95 e SC96 foi realizado 
inoculando-se 5 x 106 parasitos.mL-1 em 5 mL de meio LIT. Contagens 
em quintuplicata foram realizadas durante 10 dias em câmara de 
Neubauer em microscópio óptico.  
 
3.7. Ensaios de interação T. cruzi-macrófagos murinos 
 
3.7.1. Obtenção e manutenção de macrófagos murinos derivados de 
medula óssea  
 
 Para o estabelecimento da cultura de macrófagos murinos 
derivados de medula óssea, utilizou-se camundongos Balb/C com 30 
dias, provenientes do Biotério-UNIVALI da Universidade do Vale do 
Itajaí. 
 Os procedimentos experimentais basearam-se na metodologia 
proposta por Weischenfeldt e Porse (2008). Os animais foram 
sacrificados por deslocamento cervical e os ossos da perna (fêmur e 
tíbia) foram removidos e coletados em PBS pH 7,4 suplementado com 
10 U.mL-1 de penicilina e 10 µg.mL-1 de estreptomicina. Em seguida, as 
extremidades dos ossos foram cortadas, a medula óssea foi coletada e 
centrifugada a 1000 g por 5 minutos. O sedimento contento os 
promonócitos foi suspendido em 90% de SFB e 10% dimetilsulfóxido 
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(DMSO) e em seguida submetido ao congelamento em nitrogênio 
líquido. 
 Após o descongelamento, as células foram cultivadas em meio 
DMEM, suplementado com 10% de SFB, 10 U.mL-1 de penicilina, 10 
µg.mL-1 de estreptomicina e 30% de sobrenadante resultante do cultivo 
da linhagem celular L929. Os promonócitos foram mantidos em estufa 
umidificada a 37ºC e 5% de CO2. Após o sétimo dia de cultivo, os 
promonócitos já diferenciados em macrófagos, foram tripsinizados e 
distribuídos em placas de 96 poços na concentração de 5 x 104 células 
por cada poço.  
 
3.7.2. Infecção de macrófagos murinos com T. cruzi 
 
Os macrófagos foram infectados com formas tripomastigotas de 
cultura de células das cepas Y, SC90, SC91, SC92, SC93, SC95 e SC96 
as quais foram previamente incubadas por 1 hora a 37ºC com soro 
chagásico inativado (SCI), soro normal (SN) e soro normal inativado 
(SNI) na diluição 1:2. A seguir, os parasitos foram centrifugados, 
lavados em PBS pH 7,4 e utilizados para infecção das monocamadas de 
macrófagos por 4 horas a 37ºC, obedecendo-se a proporção de 1 parasito 
para cada célula (1:1). Como controle, foi utilizado tripomastigotas sem 
nenhum tratamento. Após o período de 4 horas, foi realizada a troca do 
meio de cultura (DMEM, 10% SFB e antibióticos), com o objetivo de 
remover os parasitos que não foram internalizados, sendo as células 
novamente incubadas a 37ºC e 5% de CO2. A infecção foi monitorada 
diariamente em microscópio invertido e interrompida após o contato 
inicial de 4 horas (tempo 0), 24, 48, 72 horas e após a conclusão do ciclo 
biológico. 
O sobrenadante das culturas foi removido e as placas foram então 
lavadas em PBS pH 7,4, sendo imediatamente secas com jato de ar, 
fixadas com metanol por 2 minutos e coradas com solução Giemsa. Para 
a determinação da porcentagem de células infectadas e o número médio 
de amastigotas intracelulares, foram contadas aleatoriamente 200 células 
por poço em microscópio óptico em objetiva de 40 vezes (CHANG, 
1980).  
Os experimentos foram realizados com duas repetições em 
triplicatas, sendo as médias analisadas pelo teste T ou análise de 
variância (ANOVA), utilizando o programa Graph Prism Instat 3®. A 
diferença mínima significativa entre as médias foi calculada pelo teste 
de Tukey com nível de significância de 0,05. 
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3.7.3. Cálculo do tempo de duplicação intracelular de cepas T. cruzi 
 
O tempo de duplicação das diferentes cepas de T. cruzi foi 
determinado usando a seguinte fórmula (JAWETZ et al., 1991): 
 
 
   Ln 2 (t1 –t0) 
Td = 
2,3 log(N1/N0) 
 
 
Onde: 
Td-tempo de duplicação 
t1-tempo final de observação 
t0-tempo inicial de observação 
N1-número de parasitos por célula após 72 horas de interação 
N0-número de parasitos por célula após 24 horas de interação 
 
3.8. Análise da expressão de gp82 por Western Blot 
  
As análises de expressão da glicoproteína gp82 por Western blot 
foi realizada com formas tripomastigotas metacíclicas purificadas a 
partir de cultura em fase estacionária segundo protocolo descrito por 
Souza (1983). A resina de troca iônica DE-52 celulose (Whatman) foi 
hidratada em água destilada, seguida por lavagens em tampão fosfato 
(PS) 1X pH 8,0 (Na2HPO4.12H2O 0,34%; NaH2PO4.H20 0,069%; NaCl 
0,425%) pH 8,0. Após isso, cinco mililitros de resina em tampão PS 1X 
pH 8,0 foram empacotados em uma seringa de 10 mL. A coluna foi 
equilibrada com tampão PS 1X pH 8,0. 
 Sobrenadante de cultura envelhecida em meio LIT das cepas Y, 
SC90, SC91, SC92, SC93, SC95 e SC96 contendo aproximadamente 
70% de tripomastigotas foi lavado uma vez em tampão PS 1X pH 8,0. A 
suspensão de células foi aplicada na coluna de DEAE celulose e o 
material coletado foi concentrado por meio de centrifugação a 2000 g 
por 10 minutos e ressuspendido em PBS pH 7,4.  
Após a obtenção das formas tripomastigotas metacíclicas 
purificadas, os parasitos foram lisados em tampão de lise (NaCl 50 mM; 
Tris HCl pH 8,0 200 mM; detergente nonidet P-40 1%). O lisado celular 
foi submetido a centrifugação a 12.000 g por 20 minutos para remoção 
  
28  
de restos celulares, sendo coletado o sobrenadante. Este teve a 
quantidade de proteínas totais mensuradas pelo método de Bradford 
(BRADFORD, 1976).  
 Trinta microgramas do extrato protéico total foram aquecidas a 
95ºC por 5 minutos em tampão de amostra sob condições redutoras 
(Tris-HCl pH 6,8 100 mM; SDS 2%; Glicerol 20%; azul de bromofenol 
0,2%; β-mercaptoetanol 2%) e submetidas à separação eletroforética (25 
mA) em gel de poliacrilamida (gel de concentração 5%, gel de 
separação 10%). Após isso, as proteínas foram transferidas para 
membrana de nitrocelulose (Amersham, UK) em tampão de 
transferência (Trizma base 125 mM; Glicina 190 mM; Metanol 20%) 
usando o sistema Semi-Dry Transfer Cell (BIO-RAD).  
Após a transferência, a membrana foi corada com Ponceau-S 
(Ponceau 0,1% e ácido acético 10%). A membrana foi descorada em 
água destilada e em seguida foi bloqueada em solução Blotting Buffer 
(Tris-HCl pH 7,4 25 mM; NaCl 0,15 mM; Tween 80 0,1%) contendo 
5% de leite em pó desnatado por 2 horas à temperatura ambiente. Após 
este tempo, a membrana foi incubada com os AcMo anti-gp82 (3F6) 
(gentilmente cedidos pelos professores da UNIFESP Nobuco Yoshida e 
Renato Mortara) e anti-α-tubulina diluídos adequadamente em solução 
de Blotting Buffer contendo 2,5% de leite em pó desnatado por 1 hora à 
temperatura ambiente, seguida pela incubação com o anticorpo 
secundário (IgG de camundongo conjugado a peroxidase) 1 hora a 
temperatura ambiente. A revelação da membrana foi feita por 
quimioluminescência, utilizando o sistema ECL (Armersham, UK). 
 
3.9. Infecção de macrófagos murinos ativados com IFN-γ 
 
Macrófagos murinos obtidos como descrito no item 3.7.1. foram 
infectados com formas tripomastigotas de cultura de células das cepas 
Y, SC90 e SC96 por 4 horas, obedecendo-se a proporção de 1 parasito 
para cada célula (1:1). As infecções foram realizadas na presença e 
ausência de rIFN-γ murino (2, 20, 200 U/mL). Após esse período, foi 
realizado a troca do meio de cultura (DMEM, 10% SFB e antibióticos) 
com ou sem a adição de IFN-γ, sendo as células incubadas a 37ºC e 5% 
de CO2. As infecções foram monitoradas diariamente em microscópio 
invertido e interrompidas após o contato inicial de 4 horas (tempo 0) e 
após 24, 48 e 72 horas. 
Em alguns experimentos, as células foram tratadas com 1 mM 
NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), objetivando inibir a atividade da 
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enzima óxido nítrico sintase induzida (NOS2). O sobrenadante das 
placas foi removido e as placas foram coradas com Giemsa e avaliadas 
como descrito no item 3.6.2. 
 
3.10. Caracterização genotípica de cepas mistas antes e após 
infecção de macrófagos murinos 
 
3.10.1. Padronização da PCR semiquantitativa 
 
Para a padronização da PCR semiquantitativa baseada no perfil 
molecular da região do espaçador não transcrito do gene do mini-exon, 
realizou-se o estudo da cinética da reação com os oligonucleotídeos 
TC1: 5’ ACACTTTCTGTGGCGCTGATCG 3’; TC2: 5’TTGCTCGCA 
CACTCGGCTGCAT 3’; TC3: 5’ CCGCGWACAACCCCTMATAAA 
AAT 3’; TR: 5’ CCTATTGTGATCCCCATCTTCG 3’; ME: 5’ TACC 
AATATAGTACAGAAACTG 3’ (FERNANDES et al., 2001). 
Para determinar o melhor tempo de reação na fase exponencial, 
em que era possível a visualização das diferentes proporções dos grupos 
TcI e TcII numa cepa mista, uma mistura equimolar dos DNAs das 
cepas Y e SC28 foi utilizada, sendo a reação interrompida nos ciclos 16, 
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 e 32. 
As reações de amplificação foram realizadas em volumes de 10 
µL contendo 10 ng de DNA; 10 µM de cada oligonucleotídeo; 10 mM 
de Tris-HCl, pH 8,5; 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 200 µM de cada 
dNTP (dGTP, dCTP, dATP e dTTP) e 1 U de Taq DNA polimerase 
(LGC Biotecnologia). 
As amostras de DNA foram amplificadas utilizando o 
termociclador Mastercycler Plus® (Eppendorf, Hamburg). A 
amplificação foi realizada nas seguintes condições: uma etapa de 
desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, desnaturação a 94°C por 30 
segundos, ligação a 60°C por 30 segundos, seguido por extensão a 72 °C 
por 1 minuto, sendo as reações interrompidas nos ciclos supracitados. 
Após o último ciclo, as reações sofreram um passo de extensão final a 
72 °C por 5 minutos. Os fragmentos de DNA obtidos foram resolvidos 
em gel de poliacrilamida 8% e corados com brometo de etídio. Os géis 
foram fotodocumentados utilizando o sistema Macro Vue UV 20® 
(Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco). 
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3.10.2. Caracterização genotípica de cepas mistas por PCR 
semiquantitativa 
 
As cepas SC92, SC93 (mistas naturais) e SC90 + SC96 (mista 
artificial) foram utilizadas para infectar macrófagos murinos com o 
objetivo de verificar a existência de uma possível seleção nessas células. 
Assim, a determinação da proporção de cada grupo TcI e TcII presente 
nas cepas mistas antes de infectar macrófagos e após a conclusão do 
ciclo biológico foi estimada por PCR semiquantitativa. As imagens 
obtidas foram analisadas pelo programa Scion Image® (Scion 
Corporation).  
 
3.11. Caracterização genotípica de cepas mistas antes e após 
infecção de macrófagos humanos 
 
3.11.1. Obtenção e manutenção de macrófagos humanos 
 
A partir de sangue obtido de indivíduos adultos e saudáveis, os 
monócitos primários foram isolados por centrifugação em gradiente de 
densidade (Separador de Linfócitos, Lonza) como descrito por Boyum 
(1976) com modificações. O sangue foi misturado com igual volume de 
solução salina (NaCl 0,9%) e adicionado sobre o Separador de 
Linfócitos. Após a centrifugação a 1500 g por 40 minutos, a camada de 
células mononucleares foi coletada, sendo submetida a três lavagens em 
solução salina a 1.500 g por 10 minutos. O total de células viáveis foi 
ressuspendido em meio RPMI sem soro, para a adesão dos monócitos 
em placas de 24 poços. As células foram então incubadas a 37°C e 5% 
de CO2 por 40 minutos, após este período, o sobrenadante contendo 
linfócitos foi removido e adicionado novo meio RPMI com 5% SFB. Os 
monócitos primários humanos foram cultivados em estufa a 37°C e 5% 
de CO2 por 7 dias, quando a maioria das células se encontrava  
completamente diferenciadas em macrófagos. 
 
3.11.2. Infecção de macrófagos humanos com T. cruzi 
 
As monocamadas de macrófagos humanos foram infectados após 
7 dias de cultivo com formas tripomastigotas metacíclicas da cepa mista 
SC92 obtidas de cultura em fase estacionária e purificados em coluna de 
DEAE celulose, obedecendo-se a proporção de 5 parasitos para cada 
célula (5:1). Após 4 horas de interação, foi realizada a troca do meio de 
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cultura (RPMI, 5% SFB e antibióticos), sendo a infecção monitorada 
diariamente em microscópio invertido até a conclusão do ciclo 
biológico, período este que correspondeu a 96 de cultivo. 
Após a conclusão do ciclo biológico, os parasitos foram coletados 
e utilizados para infectar outra placa de macrófagos, sendo que este 
procedimento foi repetido três vezes, ou seja, foram realizadas três 
passagens seriadas de parasitos da cepa SC92 em macrófagos humanos. 
Após cada passagem, os parasitos foram coletados para posterior 
caracterização genotípica por PCR  quantitativa (qPCR). 
 
3.11.3. Caracterização genotípica de cepas mistas por qPCR 
  
A extração de DNA foi realizada pelo método fenol-clorofórmio 
(item 2.2), a partir  de parasitos provenientes do sobrenadante de 
macrófagos infectados com as cepas mistas. O DNA das cepas mistas 
obtido foi utilizado para estimar as proporções TcI e TcII por qPCR 
como descrito por Freitas et al. (2005) com modificações.  
Todas as reações foram realizadas em triplicata contendo 10 ng 
de DNA; 10 µM dos oligonucleotídeos D71 e D72 (Tabela 2), 5 µL de 
2x SYBR® Green PCR-Master Mix (Applied Biosystems) em volume 
final de 10 µL. A leituras foram realizadas no equipamento StepOne™ 
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando a opção 
‘quantificação absoluta’. As condições de termociclagem foram 50ºC 
por 2 minutos, 95ºC por 10 minutos, seguido por 40 ciclos a 95ºC por 30 
segundos, 60ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 minuto. Após a 
amplificação, os produtos de DNA foram desnaturados para obtenção da 
curva de dissociação. A estimativa das proporções dos grupos TcI e TcII 
foi realizada pela análise dos valores de fluorescência de cada amplicon. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Caracterização molecular das cepas de T. cruzi por RAPD 
 
Todas as cepas de T. cruzi (SC90-SC102) foram analisadas 
usando a técnica de RAPD. Essa técnica é amplamente empregada em 
estudos de diversidade genética de populações de T. cruzi, por 
proporcionar inúmeras vantagens em relação a outras técnicas 
moleculares, como não requerer o conhecimento prévio da sequência a 
ser amplificada e por considerar a variabilidade de todo o genoma em 
análise (STEINDEL et al., 1993; TIBAYRENC et al., 1993). 
Foram testados 10 oligonucleotídeos, sendo escolhidos seis 
iniciadores 3303, 3304, 3306, 3307, AB1 e AB5 por produzirem 
amplicons polimórficos e reprodutíveis, gerando  fragmentos de DNA 
com tamanhos variando de 300 a 1500 pb. Um total de 60 amplicons 
foram considerados para a determinação da similaridade genética das 
cepas em estudo. 
As cepas isoladas de gambás (SC90 e SC91) pertencentes ao 
grupo TcI apresentaram perfil molecular idêntico, indicando baixa 
variabilidade genética. As cepas mistas isoladas de triatomíneos (SC92 
e SC93) apresentaram um perfil molecular misto (TcI/TcII) e idêntico 
entre si. Já as cepas isoladas de pacientes (SC94-SC102) pertencentes 
ao grupo TcII geraram um perfil eletroforético complexo e também 
idêntico entre si (Figura 4).  
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Figura 4. Perfil eletroforético representativo de cepas de Trypanosoma cruzi 
caracterizadas por RAPD com o oligonucleotídeo 3303. Os fragmentos de DNA foram 
amplificados utilizando o oligonucleotídeo 3303 e separados em gel de poliacrilamida 6%. 
MM- Marcador molecular; 1- SC58 (T. rangeli); 2- Y; 3- SC28; 4- Colombiana; 5- SC90; 6- 
SC91; 7- SC92; 8- SC93; 9- SC94; 10- SC95; 11- SC96; 12- SC97; 13- SC98; 14- SC99; 15- 
SC100; 16- SC101; 17- SC102; 18- Controle sem DNA. 
 
 
A análise de agrupamento permitiu a separação das cepas em 
quatro grupos (Figura 5, Tabela 4). O grupo A, formado pela cepa 
SC58 de T. rangeli, o grupo B compreendendo as cepas isoladas de 
pacientes (SC94-SC102), juntamente com a cepa Y, pertencentes ao 
grupo TcII, o grupo C formado pela cepas TcI (SC90 e SC91) e mistas 
(SC92 e SC93) e o grupo D compreendendo as cepas SC28 e 
Colombiana (TcI)  
A baixa probabilidade de se moer mais de um exemplar de 
triatomíneo infectado juntamente com alta similaridade observada entre 
as cepas isoladas de pacientes, são fatores que sugerem que surto de 
DCA ocorreu a partir de um único exemplar de barbeiro infectado que 
contaminou o caldo de cana durante a moagem. Por outro lado, essa 
alta similaridade genética pode ser explicada pelo fato do isolamento 
das cepas ter sido realizado 45 dias após a infecção. Esse período pode 
ter sido suficiente para a seleção de populações do parasito mais 
adaptadas a sobreviver no hospedeiro humano (OLIVEIRA et al., 1998, 
1999; MACEDO et al, 2001). Além disso, a etapa de isolamento do 
parasito a partir do sangue e sua manutenção em cultura podem levar a 
ocorrência de seleção clonal, de maneira que as populações disponíveis 
para as análises moleculares podem ser mais homogêneas e diferir 
daquelas que realmente causam as manifestações clínicas (MACEDO e 
PENA, 1998).  
Baseados no princípio de seleção de determinadas populações no 
hospedeiro humano, alguns trabalhos mostram que cepas isoladas de 
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pacientes crônicos apresentam uma menor variabilidade genética 
quando comparada a cepas isoladas de pacientes em fase aguda 
(MACEDO e PENA, 1998; DEVERA et al., 2003). A grande 
similaridade genética observada entre as cepas isoladas de pacientes 
pode ser ainda atribuída ao predomínio de uma determinada população 
de parasitos no momento do isolamento (LANA et al., 1996). 
O táxon T. cruzi exibe um alto grau de variabilidade intra-
específica, incluindo aspectos morfológicos (CHAGAS, 1909), 
comportamento biológico (RISSO et al., 2004; LISBOA et al., 2007), 
características epidemiológicas (ANONYMOUS, 1999), imunológicas 
(SANTOS et al., 2009), bioquímicas (RISSO et al., 2004) e moleculares 
(STEINDEL et al., 1993; 1995; VAGO et al., 1996; LEWIS et al., 
2009). Essa grande diversidade genética do T. cruzi pode ser explicada 
pela sua especificidade a hospedeiros (GOMES et al., 1998; LISBOA et 
al., 2007), ocorrência de recombinação assexual (GAUNT et al., 2003), 
elementos transponíveis (EL-SAYED et al., 2005; BRINGAUD et al., 
2008) e mutações (CERQUEIRA et al., 2008).  
Gomes et al. (1998) analisaram 30 cepas de T. cruzi isoladas de 
pacientes em fase crônica utilizando as técnicas de RAPD e SSR-PCR 
(Single Sequence Repeat-Anchored Polymerase Chain Reaction) e 
observaram uma grande similaridade genética entre cepas de pacientes 
oriundas de diferentes áreas endêmicas do Brasil. Os autores sugerem 
que o hospedeiro humano pode selecionar populações a partir de uma 
população multiclonal circulante na natureza. Resultados semelhantes 
foram obtidos por D’Ávila e colaboradores (2006) ao estudar 47 cepas 
isoladas de pacientes chagásicos crônicos usando a técnica de RAPD. 
Recentemente, foi proposto a subdivisão do grupo TcI em quatro 
subgrupos (HERREIRA et al., 2007; FALLA et al., 2009). Luna-Marín 
et al. (2009) analisaram pelas técnicas de RAPD e ITS-RFLP (Internal 
Spacer-Restriction Fragment Length Polymorphism) 18 cepas 
provenientes da Colômbia, isoladas de pacientes e vetores. Os autores 
mostraram que todas as cepas isoladas de pacientes, as quais pertenciam 
ao grupo TcI, apresentaram um nível de similaridade maior do que 
aquelas isoladas dos vetores. 
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Figura 5. Dendograma obtido a partir dos perfis eletroforéticos gerados por meio da 
amplificação do DNA total de cepas de Trypanosoma cruzi utilizando os iniciadores 3303, 
3304, 3306, 3307, AB1 e AB5. A matriz de similaridade foi calculada utilizando o coeficiente 
de DICE e o dendograma gerado pelo método UPGMA. A linha vertical representa a linha de 
fenon. 
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4.2. Genotipagem das cepas de T. cruzi por PCR do mini-exon, 24Sα 
rDNA e 18S rDNA 
 
As cepas de T. cruzi isoladas de pacientes também foram 
caracterizadas pela análise de três regiões genômicas distintas (mini-
exon, 24Sα rDNA e  18S rDNA), objetivando classificá-las em 
linhagens (BRISSE et al., 2001). No presente estudo, todas as cepas 
isoladas de humanos apresentaram amplicons de 300 pb, 125 pb e 165 
pb nas PCR de mini-exon, 24Sα rDNA e 18S rDNA respectivamente, 
caracterizando o perfil TcIIb, atualmente denominado TcII 
(ZINGALES, 2009) (Figura 6). Os resultados corroboram os dados de 
RAPD e sugerem que populações da linhagem TcIIb foram mantidas em 
humanos após a ingestão de cepas mistas TcI/TcII de T. cruzi presentes 
no caldo de cana. 
Estudo realizado por Avelar (2008) mostrou que de 30 cepas (25 
cepas isoladas de gestantes e cinco cepas de mulheres não gestantes) 
provenientes do Brasil, 96,66% pertenciam ao grupo TcIIb e 3,33% ao 
grupo TcIId. Higo et al. (2004) relataram a grande prevalência (78,6%) 
do subgrupo TcIIb ao estudar 44 cepas provenientes de países do Cone 
Sul. Por outro lado, estudo recente realizado por Fernandes et al., 2009 
revelou que de 80 cepas isoladas de pacientes chagásicos crônicos 
indeterminados procedentes do Rio Grande do Sul, 51,25% foram 
classificadas como TcIId e 48,75% como TcIIb, mostrando que 
diferentes genótipos do parasito são encontrados em pacientes 
chagásicos crônicos.  
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Figura 6. Avaliação do perfil molecular representativo da região do espaçador não 
transcrito do gene do  mini-exon (amostras 1-8), região divergente do gene 24Sα rDNA 
(amostras 9-17), e gene do RNA ribossomal 18S (amostras 18-24) de cepas de 
Trypanosoma cruzi. Os fragmentos de DNA foram separados em gel de poliacrilamida 12% e 
corados com nitrato de prata. MM- Marcador molecular; 1, 10- controle TcI; 2, 9 e 18- controle 
TcIIb; 3-7, 11-16, 19-23- cepas isoladas de pacientes; 8, 17, 24- controles sem DNA. 
 
 
4.3. Sensibilidade das formas tripomastigotas e epimastigotas de T. 
cruzi ao sistema complemento 
 
O primeiro grupo de experimentos visando estudar os possíveis 
mecanismos envolvidos na seleção diferencial de populações de T. 
cruzi, consistiu em verificar se formas tripomastigotas e epimastigotas 
das cepas Y, SC90, SC92, SC93 e SC94 possuíam susceptibilidade 
diferencial à lise pelo sistema complemento.  
Ensaios preliminares de lise pelo complemento usando formas 
epimastigotas da cepa Y foram realizados para determinar a melhor 
condição de soro para a realização dos ensaios. Assim, padronizou-se 
que nos ensaios seria utilizado soro de paciente chagásico inativado 
suplementado com soro normal fresco ou somente soro normal na 
diluição 1:2. Como controles foram utilizados soro chagásico inativado 
ou soro normal inativado (dados não mostrados). 
Formas tripomastigotas de cultura celular incubadas com as 
diferentes combinações de soro não foram lisadas pela ação do 
complemento, não havendo portanto diferenças na sensibilidade à lise 
pelo complemento entre as cepas (Figura 7A).   
Estudos iniciais sobre ativação das vias do complemento em T. 
cruzi mostraram que formas tripomastigotas sanguíneas são 
parcialmente susceptíveis à lise pelo sistema complemento (KRETTLI 
et al., 1979). Por outro lado, Abelha et al. (1981) demonstraram que 
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formas tripomastigotas de cultura de células não são lisadas quando 
incubadas com soro de paciente chagásico crônico e não perdem a 
capacidade de infectar camundongos. Corroborando os resultados de 
Abelha et al. (1981), não foi observada lise das formas tripomastigotas 
de cultura, quando estas foram incubados com soro chagásico 
suplementado com soro normal.  
Diversas proteínas envolvidas na resistência à lise pelo 
complemento foram identificadas sendo expressas na superfície de 
formas tripomastigotas de T. cruzi (JOINER et al., 1988; 
TAMBOURGI, 1993; FERREIRA et al., 2004; CESTARI et al., 2008). 
Dentre elas, destacam-se as glicoproteínas T-DAF (JOINER et al., 1988; 
TAMBOURGI, 1993) e gp160 (NORRIS et al., 1989), as quais são 
capazes de inibir as vias clássica e alternativa, além da proteína 
calreticulina (FERREIRA et al., 2004) e CRIT (CESTARI et al., 2008), 
envolvidas na inibição das vias clássica e das lectinas. Acredita-se que a 
resistência à lise por tripanossomatídeos seja um processo multifatorial 
com o envolvimento de várias proteínas (TOMLINSON e RAPER, 
1996). Dessa forma, a expressão de proteínas de superfície capazes de 
bloquear a cascata do complemento e a rápida invasão da célula 
hospedeira, são fatores essenciais para a ocorrência da infecção 
(CESTARI, 2008).  
A funcionalidade dos modelos de lise pelas vias clássica e 
alternativa foi demonstrada pela incubação de formas epimastigotas, 
sabidamente sensíveis à lise pelo sistema complemento, com as 
diferentes combinações de soros. Dessa forma, a incubação das formas 
epimastigotas com soro chagásico inativado suplementado com soro 
normal fresco resultou em lise parcial dos parasitos. Foi possível 
também observar lise quando os parasitos foram incubados somente 
com soro normal (Figura 7B). A lise das formas epimastigotas na 
presença de soro normal é dependente da glicoproteína gp72, a qual é o 
principal aceptor de C3 e permite a formação do complexo lítico. 
Formas tripomastigotas também expressam gp72, no entanto, a ligação 
de C3 ocorre de maneira ineficiente (JOINER et al., 1985).  
As formas epimastigotas quando pré-incubadas com os soros, se 
mostraram imóveis e com alterações morfológicas acentuadas como 
arredondamento celular. Não foi possível verificar diferenças na 
sensibilidade à ação lítica do sistema complemento entre as cepas. 
Como esperado, o soro chagásico ou normal inativado não induziram a 
lise dos parasitos, embora tenham provocado aglutinação dos mesmos. 
Essa aglutinação, também observada de forma sutil quando formas 
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tripomastigotas foram incubadas com os soros, possivelmente ocorreu 
devido a presença de anticorpos específicos e inespecíficos (ABELHA 
et al. 1981; STEINDEL, 1993). Abelha et al. (1981) verificaram que 30 
a 70% das formas tripomastigotas eram aglutinadas quando previamente 
incubadas com soro chagásico crônico, enquanto que a incubação com 
soro normal foi mais branda, provocando cerca de 5 a 20% de 
aglutinação. 
De forma análoga aos nossos resultados, alguns estudos apontam 
que formas epimastigotas de T. cruzi são sensíveis às vias clássica, 
alternativa e a das lectinas do sistema complemento (ANZIANO et al., 
1972; NOGUEIRA et al., 1975; CESTARI, 2008). Análises ultra-
estruturais da membrana de formas epimastigotas tratadas com soro 
fresco de paciente chagásico, mostram a formação de microlesões de 8 a 
10 nm de diâmetro, tamanho característico de poros formados por MAC, 
distribuídos aleatoriamente pela superfície da membrana celular 
(ANZIANO et al., 1972). Foi demonstrado que a via alternativa é 
suficiente para lisar formas epimastigotas, apesar da lise ser mais 
eficiente na presença de anticorpos (NOGUEIRA et al., 1975). 
Recentemente, Cestari et al. (2008) mostraram diferenças na 
sensibilidade à lise pelo complemento entre formas epimastigotas das 
cepas Y (TcII) e colombiana (TcI). A cepa Y apresentou maior 
resistência as vias clássica e das lectinas. Nossos resultados não 
evidenciaram diferenças na sensibilidade à lise entre formas 
tripomastigotas das diferentes cepas, indicando que o sistema 
complemento parece não estar envolvido na seleção de populações TcII. 
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Figura 7. Ensaio de lise pelo complemento com formas tripomastigotas (A) e 
epimastigotas (B) das cepas Y e SC94 (TcII), SC90 (TcI), SC92 e SC93 (mistas). Os 
parasitos foram incubados com soro chagásico inativado suplementado com soro normal 
fresco (SCI+SN), soro normal (SN), soro chagásico inativado suplementado com soro 
normal inativado (SCI+SNI) e soro chagásico inativado (SCI) por 1 hora a 37ºC. 
Posteriormente os parasitos sobreviventes foram contados em câmara de Neubauer em 
microscópio óptico. Os valores representam a média de 2 experimentos independentes 
realizados em triplicata. * Diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) em relação 
aos controles (parasito+SCI+SNI e parasitos+SCI). 
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4.4. Ensaios de interação T. cruzi-macrófagos murinos 
 
4.4.1. Determinação da concentração de soro para os ensaios de 
infecção 
 
Macrófagos são células do sistema imune inato que se tornam 
hospedeiras do T. cruzi e provavelmente, as primeiras células do 
hospedeiro mamífero que o parasito invade (NOGUEIRA e COHN, 
1976; KIPNIS et al., 1979; MEIRELLES et al., 1982). No presente 
estudo optou-se por utilizar macrófagos primários derivados de medula 
óssea de camundongo, os quais constituem um modelo utilizado para 
mimetizar a interação do T. cruzi com macrófagos (Figura 8).  
Diferentes linhagens celulares como VERO, L929, J774 entre 
outras, que também são permissivas às infecções por T. cruzi são 
largamente utilizadas em ensaios de interação parasito-célula hospedeira 
(MORTARA, 1991; TOMA et al., 2000; CALER et al., 2001; 
YOSHIDA, 2006; FERNANDES et al., 2007). Entretanto, estas são 
células tumorais imortalizadas e constituem um modelo de estudo 
artificial. Além disso, a intensa proliferação celular que ocorre durante 
os ensaios pode levar a valores subestimados de taxa de infecção 
(TOMA et al., 2000). 
 
 
 
Figura 8. Micrografias representativas da avaliação microscópica de macrófagos murinos 
infectados com a cepa Y. A) macrófagos não infectados sem coloração; B) macrófagos não 
infectados C) macrófagos após 4 horas de interação com parasito (tempo 0); D) macrófagos 
após 24 horas de infecção; E) macrófagos após 48 horas de infecção; F) macrófagos após 72 
horas de infecção. Com exceção de ‘A’, nas demais micrografias utilizou-se coloração pelo 
Giemsa. A barra representa 10 µm. 
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Inicialmente, foi determinada a concentração de soro ideal a ser 
utilizado nos experimentos de infecção. Assim, formas tripomastigotas 
da cepa Y foram pré-incubadas com as diluições 1:2, 1:5 e 1:10 dos 
soros chagásico e normal, e em seguida utilizadas para infectar 
macrófagos. Após os tempos de interação, foi verificado que a taxa de 
infecção e o número médio de amastigotas foi semelhante entre os 
parasitos tratados com soro normal e o controle (parasito sem incubação 
prévia com soro). Por outro lado, foi possível constatar que na presença 
de soro chagásico na diluição 1:2 ocorreu um aumento na porcentagem 
de células infectadas e no número médio de amastigotas por célula. Da 
mesma forma, verificou-se um aumento na porcentagem de células 
infectadas quando utilizou-se a diluição 1:5, entretanto foi constatado 
aumento no número médio de amastigotas somente após 72 horas de 
interação. Nota-se também que não houve diferença significativa na taxa 
de infecção e no número médio de amastigotas quando os parasitos 
foram pré-incubados com soro chagásico na diluição 1:10 em relação ao 
controle (Figura 9). Em função desses resultados, optou-se por utilizar 
os soros na diluição 1:2 nos ensaios subsequentes. 
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Figura 9. Efeito de diferentes concentrações de soro chagásico e normal na taxa de 
infecção (A) e número médio de amastigotas (B) em macrófagos murinos. Formas 
tripomastigotas da cepa Y foram pré-incubadas por 1 hora a 37ºC com soro chagásico 
inativado (SCI) e soro normal (SN) nas diluições 1:2, 1:5 e 1:10. O controle (C) consistiu no 
parasito sem incubação prévia com soro. Posteriormente, parasitos foram lavados e utilizados 
para infectar macrófagos. Os valores representam a média de 2 experimentos com triplicata. * 
Diferenças estatisticamente significativas (p <0,05) em relação ao controle. 
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4.4.2. Influência dos soros chagásico crônico e normal na interação 
T. cruzi-macrófagos 
 
A fim de verificar o efeito dos soros chagásico e normal no 
processo de infecção, as cepas Y, SC90, SC91, SC92, SC93, SC95 e 
SC96 foram previamente incubadas com soros na diluição 1:2 e após 
isso, foram utilizadas para infectar macrófagos primários. Conforme 
mostrado na figura 10, quando os parasitos foram pré-incubados com 
soro chagásico ocorreu um aumento significativo na taxa de infecção. 
Não houve diferença significativa nas taxas de infecção quando os 
parasitos foram pré-incubados com soro normal ou soro normal 
inativado em relação ao controle (parasitos sem incubação prévia com 
soro). O número médio de amastigotas por célula após o contato inicial 
(tempo 0) foi maior quando os parasitos foram pré-incubados com soro 
chagásico, sendo que os soros normal e normal inativado não afetaram o 
número médio de amastigotas por célula (Figura 11).  
Aumento nas taxas de infecção e no número médio de 
amastigotas quando os parasitos foram pré-incubados com soro 
chagásico inativado foi verificado para todas cepas analisadas (Figuras 
10 e 11). O soro chagásico crônico é rico em anticorpos específicos, os 
quais possuem a capacidade de se ligar ao parasito por meio da região 
Fab (Fragment antigen-binding), sendo que a região Fc (Fragment 
crystallizable) do anticorpo pode interagir com os receptores expressos 
por macrófagos e neutrófilos (ABBAS et al., 2008). Esse processo, 
denominado opsonização, é responsável por aumentar as taxas de 
infecção e número médio de amastigotas por célula (NOGUEIRA e 
COHN, 1976; ALCÂNTARA e BRENER, 1978; NOGUEIRA et al., 
1980).  
Os parasitos podem ainda ser opsonizados por C3b, iC3b ou C4b, 
proteínas do sistema complemento que estão presentes no soro normal 
(MOTA e UMEKITA, 1989, ABBAS et al., 2008). Entretanto, no 
presente estudo não foi observado efeito opsonizante quando os 
parasitos foram pré-incubados com soro normal. A pré-incubação com 
soro normal inativado contendo anticorpos inespecíficos (ou de baixa 
afinidade) não alterou a taxa de infecção e o número médio de 
amastigotas. Estes dados sugerem que a opsonização foi mediada por 
anticorpos específicos (ou de alta afinidade), presentes no soro 
chagásico, contra antígenos presentes na superfície do T. cruz 
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Figura 10. Taxa de infecção de cepas de Trypanosoma cruzi em macrófagos murinos 
derivados de medula óssea. Formas tripomastigotas das seis cepas de T. cruzi (A-G) e da cepa 
mista artificial SC90+SC96 (H) foram pré-incubadas por 1 hora a 37ºC com soro normal 
(parasito+SN), soro normal inativado (parasito+SNI) e soro chagásico inativado 
(parasito+SCI). Posteriormente, os macrófagos foram infectados por 4 horas. Os valores 
representam a média de 2 experimentos com triplicata. * Diferenças 
estatisticamentesignificativas (p <0,05) em relação ao controle (parasito sem soro), # em 
relação ao controle (parasito+SN), + em relação ao controle (parasito+SNI). 
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Figura 11. Número médio de amastigotas de cepas de Trypanosoma cruzi em macrófagos 
murinos derivados de medula óssea. Formas tripomastigotas das seis cepas de T. cruzi (A-G) 
e da cepa mista artificial SC90+SC96 (H) foram pré-incubadas por 1 hora a 37ºC com soro 
normal (parasito+SN), soro normal inativado (parasito+SNI) e soro chagásico inativado 
(parasito+SCI). Posteriormente, os macrófagos foram infectados por 4 horas. Os valores 
representam a média de 2 experimentos com triplicata. * Diferenças estatisticamente 
significativas (p <0,05) em relação ao controle (parasito sem soro), # em relação ao controle 
(parasito+SN), + em relação ao controle (parasito+SNI). 
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4.4.3. Variabilidade biológica entre cepas dos grupos TcI, TcII e 
mistas 
 
Na infecção primária pelo T. cruzi a participação de anticorpos 
parece ser pouco importante enquanto que as características biológicas 
da cepa do parasito parecem exercer um papel fundamental no processo. 
No presente estudo, na presença ou ausência de soro chagásico 
inativado, as taxas de infecção foram sempre mais altas em macrófagos 
expostos as cepas do grupo TcII (SC95 e SC96), menores em 
macrófagos infectados por cepas do grupo TcI (SC90 e SC91), enquanto 
as cepas mistas naturais (SC92 e SC93), mista artificial (SC90+SC96) e 
a cepa Y apresentaram taxas de infecção intermediárias. As taxas de 
infecção entre os tratamentos variaram de 9,6% a 46,8% após o contato 
inicial (tempo 0) e de 7,9% a 44,0% após 72 horas (Figura 12). 
No tempo 0, não houve diferença significativa no número médio 
de amastigotas por célula entre as cepas (parasito sem soro e parasito + 
SCI), sendo que os valores variaram de 1,27 a 1,65. Contudo, os valores 
das taxas de infecção foram sempre maiores para as cepas TcII. Por 
outro lado, após 72 horas de infecção foi observado uma grande 
variação no número médio de amastigotas entre as cepas. As cepas do 
grupo TcII apresentaram o maior número médio de amastigotas por 
célula, sendo que este valor foi de 17,96 amastigotas/célula para a cepa 
SC95; 15,86 para a cepa SC96 e 21,55 para a cepa Y. Cepas do grupo 
TcI apresentaram valores médios de amastigotas por célula cerca de 
duas vezes inferior ao observado para as cepas TcII, sendo que estes 
valores foram de 8,56 e 8,64 para as cepas SC90 e SC91 
respectivamente. Já as cepas mistas naturais e artificiais apresentaram 
valores médios de amastigotas por célula intermediários em relação as 
cepas do grupo TcI e TcII. O número médio de amastigotas para as 
cepas SC92 e SC93 foi de 11,04 e 11,73 respectivamente. Estes 
resultados foram muito semelhantes aos observados para cepa mista 
artificial que apresentou um número médio de amastigotas por célula de 
13,75. O número médio de amastigotas entre os tratamentos variou de 
1,17 a 2,97 após o contato inicial e de 7,08 a 27,01 após 72 horas 
(Figura 13). Após 72 horas de infecção o número médio de amastigotas 
foi maior quando os parasitos foram pré-incubados com SCI. Isso era 
esperado, pois o SCI atua aumentando a entrada dos parasitos na célula 
por fagocitose (opsonização), não interferindo na taxa de multiplicação 
dos mesmos. 
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Figura 12. Taxa de infecção de cepas de Trypanosoma cruzi em macrófagos murinos 
derivados de medula óssea. Formas tripomastigotas das cepas SC90, SC91 (A e B); SC92, SC93 
(C e D); Y, SC95 e SC96 (E e F) foram pré-incubadas por 1 hora a 37ºC com soro chagásico 
inativado (parasito+SCI) ou soro normal (parasito+SN). Posteriormente, os macrófagos foram 
infectados por 4 horas (tempo 0) (A, C e E) e 72 horas (B, D e F). O controle consistiu no parasito 
sem incubação prévia com soro. Os valores representam a média de 2 experimentos com 
triplicata. * Diferenças estatisticamente significativas (p <0,05) em relação ao controle. 
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Figura 13. Número médio de amastigotas de cepas de Trypanosoma cruzi em 
macrófagos murinos derivados de medula óssea. Formas tripomastigotas das cepas SC90, 
SC91 (A e B); SC92, SC93 (C e D); Y, SC95 e SC96 (E e F) foram pré-incubadas por 1 
hora a 37ºC com soro chagásico inativado (parasito+SCI) e soro normal (parasito+SN). 
Posteriormente, os macrófagos foram infectar por 4 horas (tempo 0) (A, C e E) e 72 horas 
(B, D e F). O controle consistiu no parasito sem incubação prévia com soro. Os valores 
representam a média de 2 experimentos com triplicata. * Diferenças estatisticamente 
significativas (p <0,05) em relação ao controle. 
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Estes resultados indicam que as cepas do grupo TcII apresentam 
uma maior capacidade multiplicativa em relação as cepas do grupo TcI. 
De fato, as cepas do grupo TcII apresentaram um tempo de duplicação 
intracelular significativamente menor que as cepas TcI, conforme 
mostrado na tabela 5. Isso foi evidenciado também pela avaliação do 
tempo necessário para a conclusão do ciclo biológico intracelular, onde 
observou-se que as cepas do grupo TcII concluíram seu ciclo em um 
menor tempo (Tabela 6). Contudo, quando foram realizadas as curvas de 
crescimento destas cepas em meio LIT, não foram observadas diferenças 
entre elas (Figura 14). Em conjunto, estes resultados sugerem que a 
manutenção de populações de T. cruzi II em infecções humanas 
ocasionadas por cepas mistas pode estar relacionada com características 
intrínsecas do parasito, como a capacidade infectiva e o tempo de 
duplicação intracelular.  
Estudos de dinâmica populacional de T. cruzi utilizando 
simulação computacional baseados em modelos matemáticos, sugerem 
que clones que apresentam uma maior taxa de multiplicação são 
favorecidos em condições de cultivo in vitro, tornando-se o membro 
predominante da população, mesmo estando em menor quantidade 
(DVORAK, 1985). De forma análoga, foi demonstrado que após 30 dias 
de cultivo de misturas artificiais contendo cinco clones de T. cruzi em 
igual proporção, apenas o clone que apresentava a maior taxa de 
multiplicação foi detectado (FINLEY e DVORAK, 1987). Esses 
resultados demonstraram a ocorrência de diminuição da heterogeneidade 
de populações originais de T. cruzi e sugerem que clones com baixa 
capacidade multiplicativa provenientes de cepas obtidas de pacientes 
chagásicos podem desaparecer da população original, o que pode 
impossibilitar a reprodução dos sinais clínicos em modelos murinos e a 
consequente associação dos sinais clínicos com o genótipo do parasito 
(DVORAK, 1985; FINLEY e DVORAK, 1987) 
Diferenças biológicas entre cepas dos grupos TcI e TcII foram 
também observadas por Lisboa et al. (2007), os quais demonstraram que 
cepas do grupo TcII apresentam maior parasitemia e mortalidade de 
camundongos. Risso et al. (2004) demonstraram que cepas do grupo 
TcII provocaram uma mortalidade de 100% dos camundongos durante a 
fase aguda, enquanto que a infecção com cepas do grupo TcI não levou 
os animais à morte, mesmo quando utilizado inóculo contendo mil vezes 
mais parasitos que o administrado para o grupo TcII. Por outro lado, 
Fernandes et al. (1997) estudaram o comportamento biológico de cepas 
isoladas de pacientes chagásicos crônicos, triatomíneos naturalmente 
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infectados e gambás e demonstraram que todas as 29 cepas isoladas de 
humanos (grupo TcII) apresentaram baixa parasitemia e virulência para 
camundongos, enquanto as cepas isoladas de P. megistus (TcI) 
apresentaram alta virulência para camundongos. Foi também 
demonstrado, que das 48 cepas na sua maioria pertencentes ao grupo TcI 
(91%) e isoladas de gambás, roedores e triatomíneos, 4,2% produziam 
alta virulência em camundongos infectados; 39,6% média virulência, 
31,2% baixa virulência e 25% produzia parasitemia subpatente 
(STEINDEL et al., 1995).  
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Figura 14. Cinética de crescimento de cepas de Trypanosoma cruzi. Formas epimastigotas 
das cepas SC90, SC91 (A), SC92, SC93 (B), SC95, SC96 e Y (C) foram crescidas em meio 
LIT por 10 dias. O número de parasitos foi mensurado pela contagem em câmara de Neubauer 
em microscópio óptico. Os valores representam a média de 1 experimento em quintuplicata.  
 
 
A opsonização com soro imune não interferiu no 
desenvolvimento intracelular dos parasitos, uma vez que os tempos de 
duplicação foram semelhantes na presença e ausência de soro chagásico 
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B 
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(Tabela 5). Segundo Alcântara e Brener (1978), parasitos opsonizados 
escapam normalmente do vacúolo parasitóforo.  
O efeito da pré-incubação de parasitos com soro imune no 
processo de fagocitose foi estudado por Kumaratilake e Ferrante (2000), 
os quais mostraram que a pré-incubação de merozoítos de Plasmodium 
falciparum com soro imune obtido de pacientes com malária promoveu 
um aumento de seis vezes na internalização dos parasitos. Foi também 
demonstrado, que voluntários imunizados com uma vacina contra 
malária em estudo apresentavam anticorpos opsonizantes que atuavam 
ativando a fagocitose e destruição de esporozoítos em monócitos 
humanos (SCHWENK et al., 2003).  
Assim como observado para T. cruzi, cepas virulentas de 
Brucella melitensis opsonizadas com anticorpos específicos sobrevivem 
e se desenvolvem normalmente no interior do vacúolo parasitóforo de 
monócitos humanos, isso em função da fusão do fagossomo com o 
lisossomo ser prejudicada (EZE et al., 2000; BELLAIRE et al., 2005). 
Entretanto, existem casos em que a opsonização afeta o 
desenvolvimento do microrganismo no macrófago. Toxoplasma gondii, 
por exemplo, é um parasito intracelular que se multiplica no interior do 
vacúolo parasitóforo e inibe a formação do fagolisossomo (JONES et 
al., 1975; CHARIF et al., 1990). No entanto, na presença de anticorpos 
específicos, foi demonstrado que T. gondii é fagocitado e destruído no 
interior do macrófago, sugerindo que a fusão de fagossomo com 
lisossomo ocorre normalmente quando o parasito encontra-se 
opsonizado (ERBE et al., 1991). Cepas menos virulentas de Brucella 
abortus também são destruídas no interior dos monócitos humanos 
quando opsonizadas com anticorpos específicos (BELLAIRE et al., 
2005).  
As taxas de infecção para as diferentes cepas mantiveram-se 
relativamente constantes nos tempos crescentes de interação (0, 24, 48 e 
72 horas) na presença e ausência de soro, confirmando a baixa 
capacidade proliferativa dos macrófagos (Figura 13). Além disso, a 
manutenção das taxas de infecção e o aumento progressivo do número 
médio de amastigotas, sugere que os macrófagos não foram capazes de 
inibir o crescimento e/ou destruir as formas amastigotas de T. cruzi. 
Resultados semelhantes foram relatados por Alcântara e Brener (1978) 
ao estudar a interação das cepas Y e CL com macrófagos peritoniais de 
camundongos. Esses autores verificaram que as taxas de infecção eram 
mantidas constantes após 3, 24, 48 e 72 horas de interação, levando-os a 
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sugerir que a destruição de formas intracelulares de T. cruzi não ocorria 
em macrófagos não ativados.  
 
 
 
Tabela 5. Tempo médio de duplicação intracelular de amastigotas das 
cepas de Trypanosoma cruzi na presença e ausência de soro chagásico 
inativado  
 
                     Tempo (horas) Cepas  Grupo Parasito sem soro Parasito+soro chagásico inativado 
Y TcII 14 (1,7) 13 (1,1) 
SC90 TcI 25 (1,9) 22 (2,1) 
SC91 TcI 23 (2,6) 21 (1,6) 
SC92 TcI/TcII 17 (1,8) 18 (2,5) 
SC93 TcI/TcII 18 (2,2) 20 (2,3) 
SC95 TcII 15 (1,6) 15 (1,9) 
SC96 TcII 15 (2,1) 16 (1) 
SC90+SC96 TcI/TcII 19 (3) 20 (1,5) 
      Os valores entre parênteses representam o desvio padrão de 2 experimentos com triplicata. 
 
 
Tabela 6. Tempo para conclusão do ciclo biológico de cepas de 
Trypanosoma cruzi em macrófagos murinos 
 
Cepas  Grupo Tempo (horas) 
Y TcII 72 
SC90 TcI 120 
SC91 TcI 120 
SC92 TcI/TcII 96 
SC93 TcI/TcII 96 
SC95 TcII 96 
SC96 TcII 96 
SC90+SC96 TcI/TcII 96 
 
 
4.4.4. Análise da expressão de gp82 em formas tripomastigotas 
metacíclicas de T. cruzi 
 
Cepas de T. cruzi que são altamente invasivas expressam em sua 
superfície gp82, uma glicoproteína de 82 kDa requerida para interação e 
invasão na célula hospedeira (RAMIREZ et al., 1993; YOSHIDA, 
2006). Por essa razão, a expressão de gp82 nas cepas SC90, SC91, 
SC92, SC93, SC95 e SC96 foi avaliada, uma vez que uma maior de 
expressão de gp82 em cepas TcII poderia explicar sua maior capacidade 
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infectiva em macrófagos. Como esperado, a análise da expressão por 
Western blot utilizando o anticorpo monoclonal 3F6 identificou uma 
proteína com massa molecular de 82kDa(Figura 15). 
Estudos com formas tripomastigotas metacíclicas de várias cepas 
de T. cruzi, demonstraram que geralmente cepas altamente invasivas, 
como a cepa CL, ligam-se à superfície da célula hospedeira por meio da 
glicoproteína gp82. Por outro lado, cepas com menor capacidade 
infectiva, como a cepa G, interage com a superfície da célula hospedeira 
principalmente via gp35/50 (YOSHIDA et al., 2000, 2006). Nossos 
resultados demonstram que as cepas SC90 e SC91, ambas TcI, 
apresentaram uma menor expressão de gp82 em relação as cepas TcII o 
que poderia explicar a menor capacidade infectiva. A quantificação da 
expressão de gp82 por meio de densitometria mostrou que o nível de 
expressão das cepas SC90 e SC91 foi 75% e 69% menores. Por outro 
lado, as cepas TcII e mistas apresentaram um nível de expressão 
semelhante ao apresentado pela cepa Y (Figura 15). 
 O tipo de glicoproteína envolvida na etapa de adesão é 
fundamental para ativação de vias de transdução de sinais na célula 
hospedeira, o que pode acarretar diferenças na eficiência na 
internalização do parasito. Por essa razão, é relevante avaliar a 
expressão de outras glicoproteínas envolvidas na invasão, como gp35/50 
e gp90. 
Formas epimastigotas não expressam níveis detectáveis de gp82 e 
não induzem um aumento de Ca2+ no interior celular (MANQUE et al., 
2003). Por outro lado, estes autores demonstraram que formas 
epimastigotas transfectadas com um vetor carregando cDNA 
codificando gp82 produzem esta glicoproteína funcional e se tornam 
capazes de se aderir e elevar os níveis de Ca2+ em células HeLa. Em 
nosso estudo, não foi observado expressão detectável de gp82 em 
formas epimastigotas das cepas analisadas (dados não mostrados).  
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Figura 15. Análise da expressão de gp82 por Western blot em formas tripomastigotas 
metacíclicas de Trypanosoma cruzi. As formas tripomastigotas de T. cruzi foram purificadas 
em colunas de DEAE celulose e posteriormente lisadas. Trinta microgramas do extrato 
protéico total foram separados em gel SDS-PAGE e transferidas para membrana de 
nitrocelulose. A presença das proteínas de gp82 e α-tubulina foi revelada com anticorpo 
específico anti-gp82 ou anti-α-tubulina (controle de quantidade de proteína) respectivamente. 
1- Cepa Y, 2- SC90, 3- SC91, 4- SC92, 5- SC93, 6- SC95 e 7- SC96.  
 
 
4.4.5. Infecção de macrófagos murinos ativados com IFN-γ 
 
 Em condições naturais de infecção, provavelmente, os 
macrófagos constituem as primeiras células do hospedeiro vertebrado 
que o parasito invade. Dessa forma, os macrófagos representam um 
importante sítio de replicação e controle do crescimento do parasito 
(NOGUEIRA e COHN, 1976; KIPNIS et al., 1979; MEIRELLES et al., 
1982; GOLGHER e GAZZINELLI, 2004).  
Como as cepas do grupo TcI apresentaram uma menor 
proliferação e um maior tempo de duplicação em macrófagos, foi 
avaliado se essas células estavam envolvidas no controle da proliferação 
dos parasitos. Para isso, macrófagos ativados com IFN-γ e infectados 
com as cepas SC90 (TcI), Y e SC96 (TcII) foram avaliados nos tempos 
0, 24, 48 e 72 horas pós infecção, visando determinar se essas cepas 
apresentavam uma susceptibilidade diferencial aos mecanismos 
microbicidas do macrófago. Independente da cepa, a porcentagem de 
células infectadas diminuiu com o tempo de interação (dados não 
mostrados) e com o aumento da concentração de IFN-γ (Figura 16A). 
Esta redução na taxa de infecção pode ser atribuída à destruição de todos 
os amastigotas presentes em alguns macrófagos. A figura 16B, mostra 
uma drástica redução no número médio de parasitos por macrófago 
infectado, quando estes foram ativados com 2 U.mL-1 de IFN-γ e 
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comparados ao controle (macrófagos não ativados). Entretanto, houve 
uma estabilização no número médio de amastigotas por célula com o 
aumento da concentração de IFN-γ. Isso pode ser explicado pela 
pequena proporção parasito:célula (1:1) utilizada nos experimentos de 
infecção, sendo responsável pelo pequeno valor médio de parasitos por 
célula infectada após 4 horas de interação. Assim, macrófagos ativados 
com pequenas concentrações de IFN-γ (2 U.mL-1) apresentavam após 72 
horas de interação valores médios de parasitos por célula próximo a um.  
Esses resultados demonstram claramente que os macrófagos 
ativados com IFN-γ foram capazes de controlar a proliferação dos 
parasitos de forma similar independente da cepa utilizada e são 
consistentes com trabalhos anteriores que demonstraram amplamente a 
importância de IFN-γ no controle da infecção de T. cruzi (METZ et al., 
1993; REED, 1995, SANTIAGO et al., 2005). Estudos utilizando 
camundongos geneticamente deficientes no receptor de IFN-γ 
(ROTTENBERG et al., 1996) ou tratando os animais com anticorpos 
monoclonais anti-IFN-γ (CARDILLO et al., 1996) confirmaram o papel 
do IFN-γ no controle da infecção.  
Vários trabalhos demonstram que o NO é uma das principais 
moléculas efetoras responsáveis pela destruição parcial dos parasitos em 
macrófagos infectados com T. cruzi (ABRAHAMSOHN e 
COFFMANN, 1995). Por essa razão, foi realizado um ensaio de 
infecção com o objetivo de determinar se o controle do crescimento dos 
parasitos nos macrófagos era devido à produção de NO. Assim, 
macrófagos infectados com as cepas SC90, SC96 e Y e ativados com 
diferentes concentrações de IFN-γ na presença e ausência de L-NMMA, 
um inibidor não seletivo de NOS2. Como representado na figura 16, o 
tratamento com o inibidor restaurou o crescimento dos parasitos em 
macrófagos tratados com IFN-γ. Esses resultados demonstraram que o 
efeito de IFN-γ no controle da proliferação dos parasitos é dependente 
da NOS2.   
O NO resultante da ativação da NOS2 possui ação citotóxica e 
citostática, promovendo a destruição de microrganismos e células 
tumorais. A citotoxidade do NO resulta da sua ação sobre 
metaloproteínas e modificação química de proteínas contendo cisteína 
(JAMES et al., 1995; GUTIERREZ et al., 2009). Venturini et al. (2000) 
relataram a inibição da atividade catalítica da enzima cruzipaína, devido 
a ação de NO e doadores de NO. Como o NO é capaz de induzir a 
nitrosilação de grupos heme da hemoglobina, hematina e hemina, 
importantes fontes de ferro para o parasito, a sua ação pode 
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comprometer a disponibilidade de fatores de crescimento e, 
consequentemente, afetar o metabolismo do T. cruzi (CICCARELLI et 
al., 2007; GUTIERREZ et al., 2009). 
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Figura 16. Taxa de infecção (A) e número médio de amastigotas (B) de cepas de 
Trypanosoma cruzi em macrófagos murinos ativados com IFN-γ e tratados com L-
NMMA. Os macrófagos foram infectados com as cepas Y, SC90 e SC96 na presença de 
diferentes concentrações de IFN-γ e de 1 mM de L-NMMA. A taxa de infecção e o número 
médio de amastigotas foram avaliados após 72 horas de interação. Os resultados representam a 
média de 1 experimento com quadruplicata. * Diferenças estatisticamente significativas (p 
<0,05) em relação ao controle (cepa Y). 
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4.4.6. Caracterização genotípica de cepas mistas antes e após 
passagens em macrófagos 
 
4.4.6.1. PCR semiquantitativo 
 
Primeiramente, foi realizada a padronização da PCR 
semiquantitativa com o intuito de estimar as proporções dos grupos TcI 
e TcII em uma cepa mista. Para isso, realizou-se um estudo da cinética 
da reação, onde esta foi interrompida após diferentes ciclos. A fim de 
minimizar qualquer variação que não fosse ao acaso, foram 
padronizados e mantidos constantes a concentração de poliacrilamida, 
espessura dos géis e quantidade do produto amplificado aplicado no gel. 
Além disso, todas as reações de PCR foram realizadas em duplicata, a 
fim de se assegurar a reprodutibilidade dos resultados. 
A partir da análise dos géis optou-se por interromper a reação 
após o 20º ciclo, onde a reação apresentava-se ligeiramente anterior ao 
início da fase de saturação, mas ainda na fase exponencial (Figura 17). 
Nessa fase, a quantidade de DNA final é função da quantidade inicial de 
DNA molde e proporcional ao número de ciclos. 
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Figura 17. Intensidade de fragmentos de DNA obtidos pela amplificação do gene do mini-
exon após a interrupção da reação em diferentes ciclos. Os fragmentos de DNA foram 
separados em gel de poliacrilamida 12% e corados com brometo de etídeo. MM- Marcador 
molecular; 2-16 ciclos; 3- 18 ciclos; 4- 20 ciclos; 5- 22 ciclos; 6- 24 ciclos; 7- 26 ciclos; 8- 28 
ciclos; 9- 30 ciclos; 10- 32 ciclos; 1 e 11- controle negativo sem DNA (A). As imagens foram 
analisadas pelo programa Scion Image® (B). 
 
 
 
O passo seguinte consistiu em misturar quantidades conhecidas 
de DNA das cepa Y (TcII) e SC28 (TcI), visando validar a padronização 
da PCR semiquantitativa e  simular a constituição genética de uma cepa 
mista (dados não mostrados). Pela análise densitométrica das imagens 
A B 
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pode-se concluir que a PCR semiquantitativa baseada no perfil 
molecular da região não transcrita do gene do mini-exon se mostrou 
adequada para a quantificação de grupos TcI e TcII em uma cepa mista. 
Freitas et al. (2005) propuseram a utilização da PCR quantitativa 
para estimar as proporções TcI e TcII em uma cepa mista (FREITAS et 
al., 2005). Embora seja altamente sensível e específica, essa 
metodologia ainda é cara e requer equipamentos específicos, o que 
limita a sua utilização (MARIN et al., 2000). Assim, faz-se necessário a 
adaptação de metodologias mais simples e menos onerosas, como a PCR 
semiquantitativa. 
Após a padronização da PCR semiquantitativa, as cepas SC92, 
SC93 (mistas naturais) e SC90+SC96 (mista artificial) foram utilizadas 
para infectar macrófagos murinos a fim de verificar a existência de uma 
possível seleção de populações de T. cruzi nestas células.  Para isso, a 
proporção de cada grupo TcI e TcII presente nas cepas mistas antes de 
infectar macrófagos e após a conclusão do ciclo biológico foi estimada 
por PCR semiquantitativa. A análise do gel mostra que as três cepas 
antes de infectar macrófagos apresentam um perfil misto, com 
amplificação dos fragmentos de 200 e 250 pb característicos de cepas 
TcI e TcII respectivamente. Entretanto, após a conclusão do ciclo 
biológico em macrófagos foi possível verificar uma alteração no perfil 
molecular das cepas mistas, sendo observado um completo 
desaparecimento do fragmento de DNA de 200 pb na cepa mista 
artificial. Nas cepas SC92 e SC93 observou-se uma diminuição de cerca 
de 3 vezes na intensidade do fragmento de 200 pb (Figura 18).  
Esses dados reforçam a hipótese de que características intrínsecas 
do parasito como infectividade e tempo de duplicação, entre outros, 
podem ser fatores de grande relevância para seleção de  populações TcII 
em infecções ocasionadas por cepas mistas. Por outro lado, os dados 
encontrados acima revelam que mecanismos efetores dos macrófagos 
podem estar envolvidos com essa seleção. Experimentos mais 
detalhados serão de grande valia para determinar quais os fatores do 
parasito bem como quais os mecanismos inatos dos macrófagos são 
responsáveis por tal seleção.  
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Figura 18. Avaliação do perfil eletroforético de cepas mistas de Trypanosoma cruzi antes e 
após a conclusão do ciclo biológico em macrófagos murinos por PCR semiquantativa. Os 
fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de poliacrilamida 12% e corado com 
brometo de etídeo. MM- Marcador molecular; 1- Y (controle TcII); 2- SC28 (controle TcI); 3 e 
6- cepa mista artificial; 4 e 7- SC92; 5 e 8- SC93; 9- controle sem DNA. As canaletas 3, 4 e 5 
se refere a amostras antes de infectar macrófagos e 6, 7 e 8 a amostras após conclusão do ciclo 
biológico.  
  
 
4.4.6.2. qPCR 
 
Pela relevância dos resultados obtidos com a PCR 
semiquantitativa, fez-se necessário investigar melhor o mecanismo de 
seleção de populações T. cruzi II em macrófagos na seleção. Dessa 
forma, ensaios de infecção com três passagens da cepa SC92 usando 
macrófagos humanos foram realizados (Figura 19) e a metodologia de 
qPCR foi adaptada para a estimar as proporções de populações TcI e 
TcII em cepas mistas de T. cruzi. 
 
 
 
Figura 19. Micrografias representativas de macrófagos humanos infectados com a cepa 
SC96. A) Controle negativo com macrófagos não infectados; B) macrófago após 72 horas de 
infecção corados com Giemsa. A barra representa 10 µm. 
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Mudanças na proporção das populações TcI e TcII foram 
observadas durante as passagens seriadas em macrófagos. A proporção 
inicial era de 77,4% de TcI e 22,6% de TcII, entretanto houve um 
progressivo aumento na proporção de populações TcII e diminuição na 
proporção de populações TcI, sendo observado 93,19% de TcII e 6,81 
de TcI após a terceira passagem (Figura 20). Essa alteração nas 
proporções de TcI e TcII provavelmente ocorreu devido a maior 
capacidade multiplicativa de populações TcII na cepa mista SC92, o que 
corrobora os resultados anteriores que demonstram que as cepas TcI 
(SC90 e SC91) apresentaram maior tempo de duplicação intracelular e 
para conclusão do ciclo biológico.  
Resultados semelhantes foram obtidos por Finley e Dvorak 
(1987) ao estudar a cinética de crescimento in vitro de dois clones de T. 
cruzi com taxas de multiplicação distintas. Esses autores observaram 
que após 30 dias de cultivo em meio LIT de populações mistas contendo 
dois clones de T. cruzi, ocorria uma progressiva redução do clone com 
menor taxa de multiplicação até seu desaparecimento, mesmo sendo a 
proporção deste clone 20 vezes maior. Quando células musculares 
esqueléticas de embrião de bovino foram infectadas com estes clones de 
T. cruzi, também foi observado o desaparecimento do clone com menor 
capacidade multiplicativa após 12 dias de cultivo. Entretanto, estudos de 
simulação computacional baseados em modelos matemáticos 
demonstraram que se dois clones tiverem taxas de multiplicação 
semelhantes, um longo período de tempo pode ser requerido para que 
um clone predomine sobre os demais (FINLEY e DVORAK, 1987). 
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Figura 20. Estimativa da proporção de populações TcI e TcII por PCR quantitativo em 
cepa mista submetida a passagens seriadas em macrófagos humanos. Macrófagos foram 
infectados com formas tripomastigotas metacíclicas da cepa SC92. O tempo de interação para 
cada passagem foi de 96 horas e após este período os parasitos foram coletados e a proporção 
de TcI e TcII foi estimada. 
 
 
No presente estudo, foi constatado diferenças nos tempos de 
duplicação intracelular e capacidade infectiva entre cepas do grupo TcI, 
mistas e TcII, sendo que estas sempre apresentaram os valores mais 
elevados, enquanto as cepas do grupo TcI apresentaram os menores 
valores. Corroborando tais resultados, verificou-se um progressivo 
aumento da proporção de populações TcII e diminuição na proporção de 
populações TcI após passagens seriadas da cepa mista SC92 em 
macrófagos humanos. Em virtude disso, os resultados sugerem que 
características intrínsecas do parasito, como tempo de duplicação e 
capacidade infectiva, podem ser fatores de grande relevância envolvidos 
na manutenção de populações de T. cruzi II em infecções humanas 
ocasionadas por cepas mistas contendo clones dos grupos TcI e TcII. 
Entretanto, é ainda possível que mecanismos efetores dos macrófagos 
podem estar envolvidos com essa seleção. Portando, faz-se necessário 
estudar os fatores do parasito e os mecanismos inatos dos macrófagos 
responsáveis por tal seleção.  
 
 
 
 
 
Inóculo 
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5. CONCLUSÕES 
 
 
 As cepas de T. cruzi isoladas de humanos pertencem ao grupo TcII 
(DTU IIb), as quais apresentam alta similaridade genética, sugerindo 
que o surto de DCA no município de Navegantes ocorreu a partir de um 
único exemplar de barbeiro infectado; 
 
 As formas tripomastigotas das cepas SC90 (TcI), SC92, SC93 
(mistas), SC94 e Y (TcII) de T. cruzi não são lisadas pela ação do 
sistema complemento, o que indica que este sistema não está envolvido 
na seleção de populações T. cruzi II; 
 
 As cepas Y, SC95 e SC96 pertencentes ao grupo TcII possuem maior 
capacidade infectiva, multiplicativa e maior expressão de gp82 em 
relação as cepas SC90 e SC91 (TcI) e SC92, SC93 e SC90+SC96 
(mistas), o que pode estar contribuindo para a manutenção de 
populações TcII no hospedeiro humano; 
 
 Macrófagos ativados com IFN-γ e infectados com as cepas Y, SC96 
(TcII) e SC90 (TcI) são capazes de controlar parcialmente a proliferação 
dos parasitos de forma dependente de NOS2, apesar de não haver 
diferenças na susceptibilidade entre cepas aos mecanismos microbicidas 
do macrófago. 
 
 Em conjunto, os resultados sugerem que a manutenção de populações 
de T. cruzi II em infecções humanas ocasionadas por cepas mistas 
TcI/TcII pode estar relacionada com características intrínsecas do 
parasito, como a capacidade infectiva e o tempo de duplicação 
intracelular. Embora seja ainda possível que mecanismos efetores dos 
macrófagos estejam envolvidos com essa seleção. 
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